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les rendements des ﬂux exogènes et endogènes sont égaux.
β Paramètre rendant compte de la limitation du ﬂux exogène par l'arrivée
de la quinone ou par la cinétique de transfert d'électrons.
ζ ρ0C0
D∞
Ξ Rendement du ﬂux endogène
ρ0 Pente initiale du ﬂux exogène en fonction de la concentration en quinones
σ ρ0C0
τ Temps normalisé par une durée caractéristique du système considéré
φ0 Proportion de sites ouvert en absence de quinones.
ψ Courant adimensionné
Ψ Rendement du ﬂux exogène
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Introduction
La photosynthèse est le processus qui permet, au bilan, la conversion de l'eau et du
dioxyde de carbone en matière carbonée réduite et en dioxygène à travers la conversion de
l'énergie lumineuse en énergie chimique. Dans la mesure où l'énergie lumineuse reçue par
la Terre en provenance du soleil excède largement les besoins énergétiques de l'humanité,
le contexte environnemental actuel (épuisement des ressources en énergie fossile, réchauf-
fement climatique...), rend cette source potentielle d'énergie extrêmement attractive.
En eﬀet, la photosynthèse est un processus intrinsèquement bridé sous forte irradia-
tion à cause de la saturation de l'eﬃcacité d'une étape de transfert d'électrons, ce qui a
pour conséquence que seuls 4 % de l'énergie solaire disponible sont convertis en énergie
chimique. De plus, ceci est susceptible d'engendrer une dénaturation de l'appareil photo-
synthétique. Il pourrait donc être envisagé de chercher à proﬁter de cette saturation en
créant une voie secondaire d'écoulement des électrons excédentaires. L'énergie lumineuse
inutilisée pourrait être alors convertie en énergie électrique, tout en maintenant la syn-
thèse de matière carbonnée réduite. De plus l'endommagement du système observé sous
forte irradiation pourrait être ainsi diminué.
De nombreuses stratégies visant à réaliser une telle extraction d'électrons photosyn-
thétiques ont déjà été proposées, et ce par diﬀérents types d'outils. On peut citer la
récupération de ces électrons à travers un processus chimique à l'aide d'accepteurs d'élec-
trons exogènes, étudiée dans les années 80. Ces études mettent principalement en jeu
des oxydants tels que le ferricyanure ou encore des dérivés de type quinone. Le transfert
d'électrons direct depuis la chaine photosynthétique vers une nanoélectrode a également
été étudié. Cela peut se faire en extrayant des unités photosynthétiques et en les déposant
sur une électrode, ce qui a été réalisé pour la première fois en 1990 et repris très récemment.
En 2010, il a été envisagé d'insérer une nanoélectrode dans le chloroplaste d'une algue.
Enﬁn, de nombreux exemples impliquant un transfert d'électrons médié entre la chaine
photosynthétique et l'électrode, soit seul soit en complément d'un transfert d'électrons di-
rect, ont été publiés récemment dans la littérature. Ces exemples mettent principalement
en jeu des sous unités photosynthétiques extraites à des échelles diverses. Cependant des
exemples de ce type d'approche sur un organisme pris dans son intégralité ont été publiés
très récemment. Néanmoins, toutes ces études ont pour point commun d'immobiliser les
cellules à la surface de l'électrode. Il est à noter que des approches sur de tels organismes
en suspension avaient été publiés, uniquement dans des conditions purement analytiques,
au début des années 2000.
Il s'agit au bilan d'une thématique qui, bien que née dans les années 80, est en plein
essor depuis quelques années notamment à travers la contribution de groupes de bioélec-
trochimie (Wolfgang Schuhman, Christopher Howe, Lo Gorton...). Toutefois, au départ
d'une thématique commune, les objectifs des auteurs divergent tout au long de ces études.
Ainsi les études sur l'oxydation en solution sont eﬀectuées à des ﬁns biologiques, alors que
les transferts d'électrons direct sont plus utilisés à des ﬁns de développement de capteurs.
Les dispositifs de transferts d'électrons médiés sont développés, quant à eux, à des ﬁns
énergétiques, dans le but de générer des courants le plus fort possible.
L'approche présentée dans ce manuscrit présente l'originalité d'utiliser des organismes
dans leur intégralité maintenus en suspension, et de chercher à obtenir un système per-
mettant de travailler dans des conditions préparatives. L'organisme étudié sera l'algue
unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii. La présence de l'électrode aura donc une réelle
inﬂuence sur l'environnement de l'algue. Si la problématique développée est de chercher
à maintenir l'activité photosynthétique, à savoir d'éviter la dénaturation de l'appareil
photosynthétique, dans les faits aucune limitation ne sera complètement prise. Le but de
l'étude est de développer un outil permettant de dériver les électrons photosynthétiques
de l'algue Chlamydomonas reinhardtii vers une électrode par un transfert d'électron médié
à l'aide de molécules de type benzoquinone. Ceci pourra être appliqué tant d'un point
de vue énergétique (génération de photocourants), que biologique (maintien de l'activité
photosynthétique) et fondamental (utilisation du courant comme un signal permettant
d'étudier la réponse de l'algue à diﬀérentes perturbations). Dans l'ensemble des études
menées, si une attention particuliere est portée aux observations empiriques dans le but
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de concevoir le dispositif, des tentatives d'interprétation des phénomènes observés seront
aussi présentées.
Ce manuscrit sera divisé en 4 chapitres :
 Dans le premier chapitre, une description de l'appareil photosynthétique présent chez
Chlamydomonas sera présentée. Ceci permettra notamment de comprendre la nature
de la limitation de la chaine photosynthétique, ainsi que l'origine des dégâts que
celle ci est susceptible de provoquer et les moyens mis en oeuvre par la nature pour
lutter contre ces phénomènes. De plus, les diﬀérentes approches de récupération des
électrons photosynthétiques publiées dans la littérature mentionnées précédemment
seront présentées et discutées.
 Dans le second chapitre, la capacité intrinsèque du médiateur à récupérer les élec-
trons photosynthétiques sera étudiée par ﬂuorescence sur un mutant de l'algue Chla-
mydomonas reinhardtii. Des complications expérimentales seront décrites à l'aide
d'informations données dans la littérature conjointement à des résultats expérimen-
taux obtenus dans le cadre de cette étude. Le dispositif de ﬂuorescence utilisé pour
contourner ces complications est également décrit. Des phénomènes parallèles à la
dérivation électronique seront également mis en lumière et interprétés puis quantiﬁés
aﬁn de mieux comprendre les résultats obtenus. Sur ces bases, une étude quantita-
tive comparative des eﬃcacités des diﬀérentes quinones envisagées a été eﬀectuée.
De plus, un essai de rationnalisation des résultats observés sera décrit.
 Dans le troisième chapitre, l'étude de la capacité des diﬀérents types de quinone à
être régénérés électrochimiquement après avoir été réduits dans l'algue sera présen-
tée. Le comportement électrochimique global des quinones sera présenté au travers
d'études bibliographiques publiées dans la littérature dans les années 80 et de nos
résultats expérimentaux. Une possibilité de moduler ces propriétés électrochimiques
publiée récemment sera également présentée, et son eﬃcacité sur les diﬀérentes qui-
nones ici étudiées sera discutée.
 Dans le quatrième chapitre, le comportement attendu du système électrochimique
considéré sera décrit. Les résultats de photocourants seront présentés et discutés à la
lumière de prédictions théoriques et d'expériences complémentaires de ﬂuorescence.
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Chapitre 1
Présentation de la problématique
1.1 Structure de la chaîne photosynthétique
1.1.1 Vue d'ensemble de la chaîne photosynthétique
La photosynthèse oxygénique est un processus qui, globalement, permet la conversion
de l'eau et du CO2 en dioxygène et en matière carbonée réduite. L'équation-bilan de cette
réaction peut être donnée ci-dessous :
2 CO2 + 2 H2O
photons−−−−→ 2
n
(CH2O)n + 2 O2 (1.1)
Cette réaction se produit au sein d'un organite appelé chloroplaste. Sa structure est sché-
matisée (ﬁgure 1.1).
Figure 1.1: Schéma de la structure d'un chloroplaste, (1) membrane externe et (3) interne, (2)
espace intermembranaire, (4) stroma, (5) lumen, (6) membrane du thylakoïde, (7) granum, (8)
thylakoïde, (9) amidon, (10) ribosome, (11) ADN chloroplastique, (12) gouttellette lipidique [1].
P680
P680
au niveau du pool de plastoquinones et du PSII. Une diﬀérence de potentiel chimique du
proton est donc établie de part et d'autre des membranes thylakoïdes, et sert de force
motrice à la génération d'Adénosine TriPhosphate (ATP). L'ATP et le NADPH ainsi
générés vont conduire à la réduction du CO2 via un mécanisme appelé cycle de Calvin
(non représenté sur la ﬁgure 1.2), permettant de retrouver le bilan de la photosynthèse
évoqué ci-dessus.
L'élément-clé dans le cadre de cette étude est le photosystème II. Les étapes de trans-
ferts d'électrons qui s'y déroulent seront donc présentées avec plus de détails dans le
présent chapitre.
1.1.2 Le photosystème II
La réaction qui se produit au sein du photosystème II peut s'écrire comme suit (avec
PQ signiﬁant plastoquinone et PQH2 plastoquinol soit la forme doublement réduite et
protonnée de la plastoquinone) :
2 PQ + 2 H2O + 4 H
+
stroma
4hν−−→ 2 PQH2 + O2 + 4 H+lumen (1.2)
Le schéma décrivant plus précisément les diﬀérents acteurs de la photosynthèse, no-
tamment au niveau du photosystème II, est reproduit en ﬁgure 1.3.
Figure 1.3: Schéma de la chaîne photosynthétique pour des phototrophes oxygéniques [3].
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Comme mentionné précédemment, l'élément chromophore dans la structure du photo-
système II est appelé P680. La première étape consiste en une absorption de photons, qui
induit une séparation de charges puis la stabilisation de cette dernière, selon la séquence
réactionnelle présentée ci-dessous (avec QA une quinone accepteur électronique endogène
du PSII, et Pheo, la phéophytine, servant d'intermédiaire entre P ∗680 et QA).
P680−Pheo−QA hν−−→ P680∗−Pheo−QA (1.3)
P680
∗−Pheo−QA hν−−→ P680+·−Pheo−·−QA (1.4)
P680
+·−Pheo−·−QA hν−−→ P680+·−Pheo−QA−· (1.5)
Dans une seconde étape, la structure protéique P680
+·−Pheo·−QA est reréduite par
des électrons issus de l'oxydation de l'eau. Cette réaction est catalysée par le complexe
de Water Oxidizing Evolving Complex (WOEC) et par la protéine YZ, selon l'équation
bilan (1.6).
4P680
+·−Pheo−QA−· + 2H2O
Yz ,WOEC−−−−−−→ 4P680−Pheo−QA−· + O2 + 4H+ (1.6)
Le mécanisme catalytique mis en ÷uvre, nommé cycle de Kok [4] est représenté sur la
ﬁgure 1.4 (avec Sn symbolisant les diﬀérents états du WOEC).
Il s'agit d'un mécanisme en 5 étapes car l'oxydation de l'eau fournit 4 électrons en
une étape, alors que la réduction de la chaîne photosynthétique se produit en 4 étapes
monoélectroniques.
Dans une troisième étape, les quinones Q−A vont réduire le pool de plastoquinones, via
la ﬁxation d'une plastoquinone sur un site nommé poche QB relié à QA via un atome
de fer. Le terme de QB peut donc, par extension, désigner la quinone qui se trouve dans
ce site. Ces transferts d'électrons se produisent selon un mécanisme en plusieurs étapes
conduisant à la formation du plastoquinol PQH2 :
P680−Pheo−QA−·−QB −−→ P680−Pheo−QA−QB−· (1.7)
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Figure 1.4: Représentation du cycle de Kok : oxydation catalytique de l'eau et réduction du
photosystème II [4].
P680−Pheo−QA−QB−· hν−−→ P680−Pheo−QA−·−QB−· (1.8)
P680−Pheo−QA−·−QB−· −−→ P680−Pheo−QA + PQH2 (1.9)
1.2 Le phénomène photosynthétique, un phénomène d'ef-
ﬁcacité limitée
1.2.1 Nature de la limitation
Le mécanisme de transfert d'électrons depuis l'eau jusqu'au CO2 est bien connu depuis
les années 80 et met en évidence une limitation de l'activité photosynthétique.
La grande majorité des transferts électroniques au long de la chaîne photosynthétique
sont des transferts bi-électroniques. Au sein du complexe b6f [5], l'un des transferts est
mono-électronique (passage du pool de plastoquinones qui transportent 2 électrons, au
cluster Fer-Soufre qui est monoélectronique). C'est pourquoi cette étape est nettement
plus longue [6] (de l'ordre de 5 ms), comme le montre le schéma de la littérature reproduit
sur la ﬁgure 1.5.
Le mécanisme le plus connu décrivant ce transfert d'électrons se nomme cycle Q [5,
811] (ﬁgure 1.6). Brièvement, celui-ci implique une ﬁxation du plastoquinol au site noté
QP, puis son oxydation selon un processus bi-électronique. L'un des électrons ainsi générés
va circuler dans une voie dite à fort potentiel, conduisant au PSI, et donc à la synthèse
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Figure 1.5: Schéma récapitulant les diﬀérentes étapes de transferts d'électrons le long de la
chaîne photosynthétique, avec le temps caractéristique de chaque étape et le potentiel de demi-
vague des couples rédox mis en jeu par rapport à l'ENH [7].
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de NADPH. L'autre électron va quant à lui circuler dans une voie dite à faible potentiel,
jusqu'à un site noté Qn. Ce site permet la ﬁxation d'une plastoquinone qui va pouvoir
être réduite. De fait l'oxydation de deux plastoquinols aux sites QP permet le passage
de deux électrons vers le PSI et de deux autres électrons vers le site Qn permettant la
réduction bi-électronique concertée de la plastoquinone. De plus, les protons émis lors de
l'oxydation de PQH2 sont dans le lumen, alors que ceux utilisés lors de la réduction de
PQ sont prélevés dans le stroma. Le cycle Q augmente donc la diﬀérence de potentiel
chimique du proton dans entre le stroma et le lumen. Cette diﬀérence de potentiel sert de
force motrice à la synthèse d'ATP.
Figure 1.6: Schéma du transfert d'électrons du PSII au PSI, passant par un cycle Q au niveau
du cytochrome b6f [5].
On notera cependant que le cycle Q n'est pas le seul mécanisme possible décrivant ce
"goulet d'étranglement électronique". D'autres mécanismes ont également été proposés
dans la littérature [5,1214], en impliquant notamment des formes semi-plastoquinones. La
distinction entre ces mécanismes demeure à ce jour controversée [15,16] et est susceptible
de dépendre des conditions expérimentales [15].
En conséquence de la présence de ce goulet d'étranglement, les sous-unités situées
en amont de cette étape sont principalement sous leur forme réduite lorsque l'intensité
lumineuse est suﬃsamment forte. L'eﬃcacité du processus est alors bridée, car les charges
ne peuvent plus être libérées par le photosystème II, ce qui constitue également une source
potentielle de dommages cellulaires, via un phénomène appelé stress lumineux.
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1.2.2 Le stress lumineux, une conséquence de la limitation
L'irradiation du photosystème II peut aboutir à la formation d'espèces réactives et
potentiellement nocives pour lui si elle est trop intense par rapport aux capacités cinétiques
de la chaîne photosynthétique. Ce phénomène est appelé stress lumineux [17]. La formation
de ces espèces conduit à la dénaturation de la chaîne photosynthétique en général, et de
la protéine D1 1en particulier [18]. Ce phénomène est appelé photoinhibition.
Plus précisément, deux types de photoinhibition doivent être distingués, étant donné
qu'ils divergent tant par leur origine que par la nature des espèces réactives photogénérées.
1.2.2.1 Stress lumineux dû à la Photoinhibition du site donneur
Comme décrit précédemment, suite à l'irradiation du PSII, un cation radical P680
+ est
généré. Ce cation doit ensuite être réduit par des électrons issus de l'oxydation de l'eau via
le WOEC et la Tyrosine Z. Si cette réduction est interrompue [1923] (absence de donneurs
électroniques, présence ou activité du WOEC altérée par des causes environnementales
ou des modiﬁcations biologiques), ou trop fortement ralentie, les cations radicaux P680
+
photogénérés auront des temps de vie élevés. Or ces cations, en raison de leur fortes
valeurs de potentiel standard (+1,3V/ENH) [24], sont susceptibles d'oxyder les protéines
de leur environnement, causant alors des dommages sérieux au photosystème II, au cours
de l'illumination.
Jegerschöld et al [22] ont ainsi montré qu'une inhibition chimique (délétion de chlo-
rures, élément essentiel du fonctionnement du WOEC) de la réduction de P+680 conduisait à
l'apparition d'un phénomène de photoinhibition lors de l'irradiation. Ce phénomène peut
être, à son tour, partiellement inhibé par l'ajout de chlorures en solution, qui peuvent
remplacer ceux manquants au sein de la membrane.
Cette photoinhibition peut également être annihilée par l'ajout de Diuron (3-(3,4-
DiChlorophenyl)-1,1-diMethylUrea) (DCMU), connu comme en tant qu'inhibiteur photo-
synthétique. Il est en eﬀet connu pour avoir une grande aﬃnité pour le site de ﬁxation
des plastoquinones au photosystème II, à savoir la poche QB. Il empêche donc de fait
la libération d'un nombre signiﬁcatif d'électrons par le PSII, empêchant donc la sépa-
1. La protéine D1 est la protéine qui contient Q
A
ainsi que le site Q
B
permettant la ﬁxation de la
plastoquinone. Elle est donc essentielle au maintien du ﬂux électronique.
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ration de charges. Si celle-ci n'a plus lieu, l'irradiation ne génère plus de cation radical
P680
+. La protéine D1 se trouve de ce fait moins dégradée, ce qui est eﬀectivement observé
expérimentalement par les auteurs.
Les mécanismes en présence et en absence de DCMU sont regroupés au sein de la
ﬁgure (1.7).
Figure 1.7: Schéma récapitulant l'activité antiphotoinhibition du site donneur par le DCMU
sur des membranes thylakoïdes sans chlorures selon Jegerschöld et al [22].
Il est à noter que ce mécanisme reste encore aujourd'hui soumis à discussion. D'autres
auteurs [25, 26] identiﬁent comme première étape de photoinhibition du site donneur
l'absorption de lumière par le WOEC, conduisant à sa dénaturation inhibant de fait la
réduction du cation radical. Néanmoins, le reste du mécanisme reste commun.
1.2.2.2 Stress lumineux dû à la Photoinhibition du site accepteur
Une étude mécanistique poussée de ce type de photoinhibition a été eﬀectuée par Vass
et al en 1992 [27]. Des membranes PSII (membranes thylakoïdes ayant subi une délétion
des éléments de la chaîne en aval du PSII) ont été soumis à une lumière de détection (de
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faible intensité aﬁn de ne pas déclencher de réduction signiﬁcative du photosystème). Ceci
permet la mesure de la ﬂuorescence en absence de lumière, notée F0 issue de la chloro-
phylle. Puis une source de lumière actinique est appliquée, permettant de mesurer la ﬂuo-
rescence lorsque les sites sont fermés notée Fmax (accepteurs électroniques réduits). Cette
ﬂuorescence subit une décroissance sous l'eﬀet de l'application d'une lumière photoinhi-
bitrice, d'intensité plus forte. Ce déclin de ﬂuorescence est partiellement réversible dans
le cas des conditions anaérobiques, l'extinction de la lumière photoinhibitrice conduisant
alors à l'obtention d'une ﬂuorescence notée Fmax,i. L'extinction de la lumière actinique
conduit à la mesure d'une ﬂuorescence notée F0,i supérieure à F0 (ﬁgure 1.8).
Figure 1.8: Fluorescence en fonction du temps suite à l'application de diﬀérentes lumières
sur des photosystèmes II en suspension, ML lumière de détection, AL lumière actinique (qui
provoque la réduction des accepteurs d'électrons du photosystème II et PIL lumière provoquant
la photoinhibition) en conditions anaérobiques (trait continu) et aérobiques (pointillés), FeCy
représentant un ajout de 70 µM de ferricyanure [27].
Le fait que la ﬂuorescence après l'arrêt de l'irradiation (F0,i) soit supérieure à la ﬂuo-
rescence avant l'irradiation (F0) signiﬁe qu'une fraction des quinones QA reste sous forme
réduite même après l'arrêt de la lumière actinique. Cela est conﬁrmé par le fait que cette
ﬂuorescence voit sa valeur fortement diminuée par l'ajout d'un accepteur d'électrons exo-
gène, ici l'anion ferricyanure. Dés lors, la diminution de cette ﬂuorescence témoigne de la
lente réoxydation de QA. Cette décroissance est décomposée par les auteurs en 4 phases
qui sont appelées : rapide (temps de demi-vie de 0,5 minute), semi-stable (temps de demi-
vie de 2 minutes), stable (temps de demi-vie de 30 minutes) et non-décroissante. Ces deux
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dernières phases ne sont pas altérées par l'ajout d'un accepteur d'électrons exogène.
Figure 1.9: Etude de photoinhibition en conditions anaérobiques : (A) Evolution au cours
du temps de Fmax (losanges), de F0 (croix) et de ses diﬀérentes contributions : rapide (ronds),
semistable (carrés) ainsi que stable et non décroisssante (triangles), (B) dépendance de ces mêmes
contributions en fonction du pH après 10 minutes de photoinhibition [27].
L'état  rapide  (ﬁgure 1.9A) se forme avant l'état métastable et subit une dé-
croissance plus rapide. Une accumulation continue de la composante  stable et non-
décroissante  au cours du temps est observée. Ces résultats sont en accord avec des ré-
actions successives de l'état rapide à l'état stable et non-décroissant, en passant par l'état
métastable. Il est également observable (ﬁgure 1.9 B) que la forme rapide est consommée
plus rapidement lorsque l'acidité du milieu augmente, alors que les composantes stables et
non décroissantes ainsi que métastables augmentent. Cela est cohérent avec l'hypothèse
précédente, en supposant que les réactions considérées comportent un transfert de proton.
Une technique de choix pour l'analyse de ce type de système est la Résonance Pa-
ramagnétique Electronique (RPE). En eﬀet lorsque le système étudié est une quinone,
les états complètement oxydés et complètement réduits (formes respectivement de type
Q et QH2) sont invisibles en RPE, en l'absence d'électrons célibataires. En revanche, la
forme semi-réduite produit un signal RPE. Les auteurs ont donc pu attribuer, par cette
technique, à la phase semi-stable la forme semi-quinone. Cette forme pouvant être réduite
sous l'eﬀet de la lumière pour donner la phase stable, celle-ci a été attribuée par les au-
teurs à la quinone complètement réduite et protonnée. La phase non-décroissante étant
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elle-même attribuée à une déplétion 2 de QA.
Les études RPE montrent également l'apparition de P680 dans son état triplet en
absence de dioxygène lorsque l'état non-décroissant est maintenu sous irradiation. Cela
est attribué par les auteurs à la recombinaison de charges de P680
+Pheo, comme cela
avait déjà été mis en évidence dans les années 80 par Danielius et al [29].
Dans ce contexte, il apparait que la dénaturation de la protéine D1 ne se produit
qu'en présence de dioxygène. L'état triplet préalablement décrit est connu pour réagir
avec le dioxygène pour former un dioxygène singulet [30]. Cela est conﬁrmé par l'ajout
de dioxygène à un système photoinhibé dans des conditions anaérobiques. Ceci provoque
une extinction du signal RPE de l'état triplet de la chlorophylle. L'espèce responsable
des dommages cellulaires occasionnés au cours de la photoinhibition du site accepteur est
donc le dioxygène singulet, comme décrit par d'autres études plus récentes [31,32].
Ces diverses conclusions conduisent les auteurs à élaborer un mécanisme général pour
la photoinhibition du site accepteur qui est reproduit en ﬁgure 1.10.
Au bilan, les mécanismes de photoinhibition, qu'ils concernent le site donneur ou le
site accepteur, nuisent à l'eﬃcacité photosynthétique. Toutefois, la photoinhibition n'est
pas irréversible. Il existe, en eﬀet, un mécanisme appelé photoréparation qui permet de
restaurer l'activité photosynthétique.
1.2.2.3 La photoréparation
La photoinhibition, comme cela a été décrit plus haut, génère une forme inactive car
endommagée de la protéine D1. Les restes de cette protéine doivent être dégradés pour
permettre sa restauration. Dans cette étude, aucun commentaire ne sera fait sur la façon
dont le système biologique cible spéciﬁquement les protéines endommagées.
De nombreuses études in vitro sur thylakoïdes isolés (voir la revue de Aro et al [33]),
ont montré que cette dégradation s'eﬀectuait selon un mécanisme protéolytique, à savoir
un clivage enzymatique de la protéine cible en plusieurs fragments. Cela permet un désas-
semblage du PSII. Les fragments ainsi obtenus peuvent migrer vers la membrane exposée
2. Le fait que cette quinone, une fois complètement réduite, puisse quitter son site a été conﬁrmé par
la suite dans la littérature [28] par des analyses HPLC en comparant des échantillons photoinhibés ou
non.
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Figure 1.10: Schéma récapitulant le mécanisme de photoinhibition du site accepteur [27].
au stroma (milieu composant l'intérieur du chloroplaste, dans lequel baignent les mem-
branes thylakoïdes), permettant la synthèse d'une nouvelle protéine, celle-ci fonctionnelle.
Cette protéine retourne ensuite dans le milieu intra-grana, où elle sera fonctionnalisée. Ce
processus s'eﬀectue par une dimérisation ainsi que par la ligation avec le complexe de
chlorophylle dit  antenne , communément appelé Light Harvesting Complex (LHC).
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Figure 1.11: Schéma récapitulatif du turn-over de la protéine D1 [33].
Ce phénomène ne sera pas abordé en détails dans le cadre de cette étude bibliogra-
phique (il a néanmoins fait l'objet de nombreuses études dans les années 80-90). Globa-
lement la protéine D1 subit un "`turnover" dont la première étape est la photoinhibition
(ﬁgure 1.11).
En conséquence, la photoinhibition peut donc être considérée comme une étape du
processus de photoréparation, ou bien comme un phénomène distinct se déroulant avant.
1.2.2.4 Photoinhibition : bilan
Le terme de photoinhibition reste ﬁnalement ambigu. Il peut en eﬀet désigner les
phénomènes microscopiques par lesquels la protéine D1 est endommagée, mais aussi l'al-
tération de l'eﬃcacité photosynthétique macroscopique de l'algue sous forte irradiation
due à une proportion non négligeable de protéines D1 photoinhibées microscopiquement.
Quoi qu'il en soit, à faible intensité lumineuse, aucune saturation de la chaine photo-
synthétique n'est obtenue. La cinétique de production d'oxygène singulet est donc faible,
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et l'état P680
+ reste peu abondant. Les formations de dommages cellulaires sont alors
lentes par rapport à la photoréparation. Cela a pour conséquence une faible proportion
de chaines photosynthétiques dysfonctionnelles. Il n'y aura de fait pas de photoinhibi-
tion à l'échelle macroscopique (bien que les deux types de photoinhibition à l'échelle des
organites demeurent présentes).
Inversement, à forte intensité lumineuse, les concentrations en P680
+ et en oxygène
singulet seront fortes. La cinétique de formation de dommages cellulaires est donc plus
rapide que celle de la photoréparation. Celle-ci ne suﬃra donc pas à rétablir dans leur
fonctionnement les chaînes photosynthétiques. La proportion de chaînes photosynthé-
tiques dysfonctionnelles sera donc conséquente, provoquant une photoinhibition à l'échelle
macroscopique.
Ces deux conditions limites sont représentées sur la ﬁgure 1.12.
Figure 1.12: Schéma récapitulant les conditions de l'existence d'une photoinhibition à l'échelle
macroscopique [17].
Le maintien de l'activité photosynthétique sous forte irradiation nécessite donc de
lutter contre les phénomènes de photoinhibition mentionnés ci dessus.
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1.3 Minimisation de la photoinhibition du site accep-
teur : les diﬀérentes approches
Comme expliqué précédemment, la photoinhibition du site accepteur est due à une trop
longue durée de vie du composé P680
+−Pheo. Pour minimiser ce phénomène, il convient
donc d'accélérer les étapes en aval de la formation de ce composé dans la chaine photo-
synthétique, minimisant de fait la durée de vie de ce composé 3. La solution la plus simple
consisterait donc à extraire directement le  surplus  d'électrons photosynthétiques par
le biais d'une électrode.
1.3.1 Extraction directe du surplus d'électrons photosynthétiques
par une électrode
La première possibilité consiste à réaliser l'extraction au plus près du site concerné.
En d'autres termes, il s'agit d'approcher au maximum une électrode des sous-unités pho-
tosynthétiques aﬁn d'interagir électrochimiquement avec celles-ci [34].
Cette stratégie peut être illustrée par le biais d'études qui consistent à insérer une
électrode, nécessairement de taille nanométrique, dans un organisme photosynthétique,
c'est-à-dire une cellule vivante [35].
1.3.1.1 Nanoélectrodes insérées dans le chloroplaste de cellules vivantes
Le schéma de principe est représenté sur la ﬁgure 1.13, la cellule étant ici l'algue
Chlamydomonas reinhardtii.
Une telle conﬁguration a permis l'obtention de photocourants de l'ordre du pA (ﬁgure
1.14). L'origine photosynthétique du courant a été vériﬁée via l'utilisation de DCMU, un
inhibiteur de la photosynthèse déjà cité, et dont la présence empêche alors l'observation
de tout photocourant.
L'approche semble donc particulièrement prometteuse. Néanmoins, des doutes sub-
sistent en raison du caractère invasif de cette approche. En eﬀet, si la surface de l'élec-
3. En eﬀet, le fonctionnement de la chaîne photosynthétique est limitée par l'étape cinétiquement
déterminante en aval de composé, comme décrit précédemment.
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Figure 1.13: Schéma de principe de l'insertion de nanoélectrodes dans le chloroplaste de Chla-
mydomonas reinhardtii, en travaillant sur cellules vivantes [35].
Figure 1.14: Courant en fonction du temps, au cours de périodes d'illumination et d'obscurité, à
l'extérieur de la cellule à gauche, à l'intérieur de la cellule à droite, selon Ryu et al [35], l'électrode
d'or (de diamètre inférieur à 30 nm) étant portée à un potentiel de 200 mV par rapport à une
électrode de référence ﬂottante en or.
trode est nanométrique, ce n'est pas le cas du corps de l'électrode qui, étant micrométrique,
est susceptible d'endommager la cellule lors de l'insertion. De plus l'origine du courant
faradique détecté n'est pas clairement attribuée, l'électrode de référence utilisée étant ﬂot-
tante. Cette approche est donc limitée du point de vue des applications analytiques, et est
intrinsèquement ineﬃcace du point de vue des applications préparatives (une électrode
n'aﬀectant l'eﬃcacité du processus photosynthétique que d'une cellule, son impact tant
au niveau de la réduction du CO2, que de la génération d'un photocourant serait tout
33
à fait négligeable dans ce contexte). Quant à l'impact sur la prolongation de l'eﬃcacité
photosynthétique, le coté invasif de cette méthode risque d'être contre-productif (en plus
de n'aﬀecter qu'une cellule), puisque pouvant aﬀecter la durée de vie de l'organisme lui
même.
On notera que l'absence de courant lorsque l'électrode est à l'extérieur de la cellule
témoigne de la nécessité d'approcher l'électrode au plus prés des sous-unités photosyn-
thétiques pour permettre un couplage électronique entre la sous-unité en question et
l'électrode. Pour permettre l'observation d'un transfert d'électron direct entre la chaîne
photosynthétique et l'électrode par une méthode non invasive, une solution alternative
consiste donc à extraire les structures photosynthétiquement actives pour les déposer sur
une électrode.
1.3.1.2 Membranes thylakoïdes isolées déposées sur une électrode
Cette stratégie, proposée par le groupe de Shelley Minteer [3638], a pour principe
de déposer les membranes thylakoïdes sur l'électrode aﬁn de permettre un couplage élec-
tronique direct (ﬁgure 1.15). L'ajout de catalase, dans ce système, permet d'améliorer
la stabilité du système, en éliminant le stress oxydant produit par les membranes (dû
à la photoinhibition du site accepteur, telle que décrite précédemment). En irradiant ce
Figure 1.15: Schéma d'une surface d'électrode modiﬁée par des thlyakoïdes isolés [36].
type de surface et en portant le potentiel de l'électrode à 0,3V/ECS 4, des densités de
photocourants de l'ordre de la centaine de nA.cm−2 sont observées (ﬁgure 1.16) [36]. La
relative faiblesse des densités de courants obtenues rend compte de la diﬃculté d'un cou-
plage électronique eﬃcace entre l'électrode et la chaîne photosynthétique, même lorsque
4. La taille de l'électrode utilisée n'est pas précisée par les auteurs.
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Figure 1.16: Densités de photocourants obtenus avec cette approche à 0,3V/ECS, les ﬂèches
grises indiquant le début des irradiations, les ﬂèches noires la ﬁn des irradiations [36].
les thylakoïdes sont isolés. Les densités de courants ont néanmoins été optimisées, par
la suite, jusqu'à quelques microampères en couplant cette bioanode de thylakoïde à une
biocathode constituée de Laccase [37].
On notera par ailleurs que cette bioanode a pu être exploitée dans une application
analytique particulière nécessitant de moins grandes densités de courants à savoir des
biocapteurs à herbicide [38], selon une approche déjà envisagée par Purcell et al en 1990
[39].
Toutefois, le faible ordre de grandeur des densités de courants ainsi observées semble
exclure l'approche du transfert direct. L'emploi récurrent dans la littérature de médiateurs
électrochimiques, via des accepteurs d'électrons du photosystème II, représente une autre
piste de réﬂexion.
1.3.1.3 Stratégie du bioﬁlm
Une autre possibilité de transférer les électrons depuis la chaine synthétique vers une
électrode consiste à constituer un bioﬁlm à l'aide des organismes en question [40,41]. Cette
approche a été publiée en 2011 en réalisant des bioﬁlms sur des électrodes d'Indium dopé
à l'oxyde d'étain (ITO) [40]. Cela a permis l'obtention de courbes de puissance, telles que
celle reproduite en ﬁgure 1.17, dans le cas de bioﬁlms constitués de Synechococcus sp.
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WH 5701.
Figure 1.17: Exemple de courbes de puissance obtenue sur la base d'un bioﬁlm constituté de
Synechococcus sp. WH 5701 sur ITO [40].
Ce type d'architecture permet donc de convertir de l'énergie lumineuse en énergie élec-
trique. Néanmoins, les phénomènes mis en oeuvre dans ce type de structures demeurent
délicats à comprendre et à rationaliser. Notamment, l'origine du courant n'étant pas clai-
rement identiﬁée, il est diﬃcile de prévoir la relation entre ce type de photocourant et la
photoinhibition.
1.3.2 Utilisation d'accepteurs du photosystème II
Des accepteurs du photosystème II, tels que des molécules de type quinone [4259]
ou K3Fe(CN)6 [47,49,58,6065], constituent des exemples nombreux dans une littérature
fournie [4267]. Si les molécules de type quinone sont des accepteurs sélectifs du PSII, ce
n'est pas le cas de K3Fe(CN)6 qui accepte également des électrons au niveau du PSI [49].
Diﬀérentes techniques sont possibles pour étudier l'action de ces médiateurs, on citera
le suivi de la production de O2 [43, 56, 58, 65], la spectroscopie Mossbauer [53]
5, la RPE
[42,44,45,53,6062,66,67] ou encore la ﬂuorescence [4648,5052,54,55,59,63].
1.3.2.1 Comparaison des eﬃcacités des accepteurs d'électrons
Le suivi de l'eﬃcacité d'un accepteur électronique nécessite une observable. Khoro-
brykh et al [68] ont montré qu'il était possible de suivre l'eﬃcacité d'un accepteur d'élec-
5. La spectroscopie Mossbauer permet de suivre l'état d'oxydation d'un élément, donc la dérivation
électronique.
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trons en suivant la réaction de consommation de O2 sur des membranes PSII (partie des
membranes thylakoïdes riches en PSII et sans PSI). En eﬀet cette réaction est compo-
sée d'une contribution du site donneur, par une réaction d'O2 avec des radicaux générés
par oxydation par le cation radical P680
+, de temps de vie plus ou moins long selon les
conditions expérimentales.
O2 + R
·
H+−−→ ROOH (1.10)
D'autres éléments, tels qu'une diminution de la consommation de O2 en présence d'un
accepteur d'électrons exogène, témoignent [68] d'une réduction du dioxygène au niveau
du site accepteur [58,68]. Cette voie a été interprétée comme correspondant à la séquence
réactionnelle suivante [58] :
O2 + e
− −−→ O2−· H
+−−→ 1
2
H2O2 +
1
2
O2 (1.11)
L'eﬃcacité du K3Fe(CN)6 comme accepteur électronique exogène a été comparée [58] à
celle d'un autre accepteur du photosystème II, la 2,6-DCBQ. Les résultats suggèrent que
la quinone est un accepteur d'électrons plus eﬃcace que le ferricyanure, puisqu'elle permet
de diminuer davantage la photoconsommation d'O2.
Ce résultat a en outre été conﬁrmé par Shevela et al [56], via des mesures de O2 marqué
isotopiquement comme étant issus de l'oxydation de l'eau par spectrométrie de masse, sur
des fragments de membrane PSII. Les deux mêmes accepteurs que précédemment ainsi
qu'une autre quinone, la Phényl-para-Benzoquinone (PPBQ), sont comparés. Une série
de 10 ﬂashs lumineux est réalisée, à des fréquences comprises entre 2 et 50 Hz. Aucune
inﬂuence de la fréquence des ﬂashs ne semble être observée dans le cas de la PPBQ,
signe que l'évolution maximale est atteinte. Dans le cas de la 2,5-Dichlorobenzoquinone
(2,5-DCBQ), à 2 Hz, le comportement est similaire à celui de la PPBQ mais une baisse de
l'apparition de dioxygène marqué est observée lorsque la fréquence des ﬂashs augmente.
Cela signiﬁe que la dérivation électronique est plus lente dans ce cas et que l'ensemble
des électrons ne peut plus être dévié lorsque la fréquence des ﬂashs lumineux devient
trop grande. Dans le cas du ferricyanure, une moins bonne eﬃcacité est observée dés la
fréquence de 2 Hz, ceci diminuant encore avec la fréquence des ﬂashs. Il a été montré par
ailleurs [69] que l'activité maximale n'est atteinte que pour des fréquences de 0,3 à 0,5 Hz
dans le cas de ce composé.
37
La PPBQ semble donc plus eﬃcace que la 2,6-Dichlorobenzoquinone (2,6-DCBQ), ces
deux quinones étant elles mêmes plus eﬃcaces que le ferricyanure. Toutefois, des résultats
en apparence contradictoires existent [70]. Ceci impose alors de ne pas prendre ces échelles
de comparaison pour acquises et donc nécessite de recomparer les eﬃcacités des médiateurs
envisagés sur l'entité biologique étudiée par la suite dans cette thèse.
1.3.2.2 Aspects mécanistiques
1.3.2.2.1 Cas du ferricyanure
Aﬁn d'interpréter la diﬀérence de comportements des diﬀérents médiateurs, le premier
aspect mécanistique à identiﬁer consiste à savoir à quel point de la chaîne photosynthétique
le médiateur intervient.
Le ferricyanure est connu dans la littérature comme pouvant oxyder QA
, y compris en
présence de DCMU, lui-même connu pour inhiber le transfert d'électrons de QA à QB. En
eﬀet, Itoh [71] a montré par ﬂuorescence que l'ajout de K3Fe(CN)6 permettait d'oxyder
l'espèce Q−A.
L'action de ce composé se situe donc en amont de QB. Dans un premier temps, deux
hypothèses ont été envisagées dans la littérature. La première d'entre elles correspond à
l'oxydation directe de QA
 par le ferricyanure [71]. La deuxième consiste en une oxydation
de l'oxydant endogène de QA
 noté AH , accélérant de fait son oxydation [72].
La discrimination entre ces deux mécanismes a fait l'objet de publications contradic-
toires dans la littérature. L'hypothèse d'une oxydation directe de Q−A par le ferricyanure
est soutenue par des études RPE [62] permettant de suivre indirectement l'état d'oxy-
dation de Q−A. En présence de DCMU, cela revient à étudier la capacité d'un accepteur
d'électrons à oxyder QA
. Les auteurs montrent ainsi que la cinétique de cette réaction
est d'ordre 1, ce qui est en accord avec une oxydation directe.
Cette conclusion est remise en cause par le fait qu'il existe un accepteur endogène
potentiel de QA
 avant le blocage par DCMU [73]. Cet accepteur a par ailleurs été identiﬁé
comme étant le fer lié à QA [74]. Des études de spectroscopie Mössbauer ont montré que le
ferricyanure oxydait cet atome de Fer [74]. Ceci ne serait pas le cas si l'oxydation de QA

se faisait d'une manière directe, le fer attaché à la quinone resterait alors sous sa forme
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réduite. Ces observations ont été conﬁrmées par d'autres études spectroscopiques [53]. Le
fait que les les deux mécanismes (oxydations directe et indirecte) correspondent à des
cinétiques du même ordre explique la confusion.
1.3.2.2.2 Cas des quinones
Le mécanisme d'oxydation des accepteurs endogènes du PSII (QA, Fe, QB...) par ces
composés a été abondamment étudié, fournissant de fait une littérature relativement variée
et abondante [42,4547,50,56,75].
En absence de lumière, l'ajout de PPBQ conduit à l'apparition de faibles signaux
RPE attribués au Fe3+, qui disparaissent lors d'une illumination de 20 minutes à 77
K. Une incubation à 18°C provoque la réapparition de ces signaux, avec une intensité
nettement plus importante. En absence de quinone, ces signaux sont absents quelles que
soient les conditions. L'apparition du Fe3+ est donc bien due à une oxydation chimique
par la quinone, qui est plus importante si l'échantillon a subi une irradiation préalable.
L'irradiation conduit à l'apparition d'autres signaux attribués à QA−Fe. Ces signaux sont
complètement éliminés par une incubation en présence de quinone, ce qui est le signe d'une
oxydation de QA
 par la quinone exogène. Dans le contrôle (en absence de quinone), ces
signaux sont encore visibles, bien que modiﬁés. Cette évolution est attribuée au transfert
électronique entre QA
 et QB.
Ces résultats impliquent donc la nécessité de la présence de QA−Fe pour l'oxydation
du fer par la quinone exogène. Ceci indique que l'oxydation du fer est due à la semi-
quinone exogène, issue de l'oxydation de QA
, ou d'une plastoquinone elle-même réduite
par QA
 dans le site QB. Si l'électron provient directement de QA
, le transfert se fait via
une utilisation du site QB par la quinone exogène. En eﬀet, l'ajout d'inhibiteurs connus
pour se ﬁxer dans le site QB inhibe ces réactions [45]. L'apparition d'un faible signal du
Fe3+ lorsque les membranes sont conservées à l'obscurité est interprétée comme étant due
à la présence d'un peu de QA−Fe dans de telles membranes.
Cela a été conﬁrmé par ailleurs lors d'expériences utilisant une série de ﬂash lumineux
séparés par des périodes d'obscurité. Le mécanisme précédant explique ce comportement.
En eﬀet, un photon est requis pour réduire QA. Dès lors, la quinone exogène va l'oxyder,
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générant une semi-quinone instable qui va oxyder le Fer. Ce photon va donc provoquer
l'oxydation du fer, le photon suivant provoquant de fait sa réduction. Ce comportement
oscillant a été conﬁrmé ultérieurement dans la littérature [46].
Ce caractère rédox oscillant de l'atome de fer a également été observé dans le cas
d'autres quinones comme Benzoquinone (BQ) et 2,5-Diméthylbenzoquinone (2,5-DMBQ),
mais pas dans le cas de la 2,5-DCBQ [75]. Concernant la capacité de plusieurs quinones
à oxyder le fer, il apparait que la PPBQ est la plus eﬃcace, suivie des 2,5-DMBQ et
BQ. Comme les plastoquinones endogènes, la 2,5-DCBQ ne provoque pas d'oxydation de
l'atome de fer. Pourtant, comme il a été dit précédemment (Comparaison des eﬃcacités
des accepteurs d'électrons), il s'agit d'un accepteur connu du photosytème II, qui doit
donc agir par un autre mécanisme.
Toutefois une étude concernant la cinétique de réduction de la chaîne photosynthétique
observée par ﬂuorescence [50] tend à montrer une similitude de comportement entre les
PPBQ et la 2,5-DCBQ, à la diﬀérence de dérivés méthylés autres que les DMBQ non
étudiés dans cet article. Les auteurs en déduisent que ces deux composés agissent via
une aﬃnité pour la poche QB. Il est possible que la diﬀérence de mécanisme décrite
précédemment ne se traduise pas par une diﬀérence signiﬁcative de cinétique de réduction
de la chaîne photosynthétique. En eﬀet la PPBQ va accepter des électrons issus de QA
directement, ou indirectement via une plastoquinone réduite, puis de l'atome de fer. La
2,5-DCBQ va, quant à elle, accepter les électrons provenant de QA grâce au même site
de ﬁxation QB. Cela peut s'eﬀectuer soit via un transfert de deux électrons successifs
permettant sa réduction complète, soit par un transfert d'un seul électron conduisant à sa
libération, permettant sa semi-régénération catalytique via une réaction de dismutation.
Les deux mécanismes se traduisent donc par une oxydation des membranes thylakoïdes
dans la même  zone photosynthétique, ce qui peut expliquer que cette étude ne permette
pas d'observer de diﬀérence mécanistique signiﬁcative entre ces deux types de molécules.
1.3.2.2.3 Quels accepteurs choisir ?
La complexité et la diversité des mécanismes d'action des accepteurs du PSII rend
diﬃcile l'élaboration d'un  classement  déﬁnitif. Ceci conduit alors à un choix empirique
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qui aboutit souvent à une comparaison a posteriori, qui dépend du système considéré.
Quoi qu'il en soit, l'utilisation de ces accepteurs constitue une approche crédible de
l'extraction des électrons photosynthétiques. En eﬀet, la consommation de ces accepteurs
électroniques permet de créer une voie de conversion de l'énergie lumineuse en énergie
électrique, via un transfert d'électron médié.
1.3.2.3 Transfert d'électrons photosynthétiques médié
Le principe du transfert d'électron médié consiste à utiliser un accepteur électronique
sous sa forme oxydée Mox et qui va être converti en sa forme réduite Mred en récupérant
les électrons. Il s'agit ensuite de chercher à réoxyder électrochimiquement ces molécules
ainsi réduites, pouvant permettre de fait, une pérennisation du système dans le temps.
Par ailleurs, la diﬃculté à évaluer la capacité intrinsèque d'un accepteur à récupérer
les électrons photosynthétiques permet ﬁnalement de ne pas se limiter aux accepteurs 
classiques  du PSII, comme nous le verrons dans certaines études.
Enﬁn, lorsqu'un travail sur cellules vivantes est eﬀectué, l'accepteur d'électrons doit
traverser un grand nombre de membranes avant d'accéder aux sous-unités photosynthé-
tiques qu'il va pouvoir oxyder, ce qui est susceptible de limiter son action. C'est pourquoi
certaines approches sont consacrées à des études sur thylakoïde isolé, voire sur photosys-
tème isolé.
1.3.2.3.1 Electrodes modiﬁées par des centres catalytiques pour transfert
d'électron médié
Le but de cette étude est de montrer qu'il est possible de récupérer électrochimique-
ment les électrons issus du PSII. C'est pourquoi nous nous intéresserons dans un premier
temps aux bioanodes utilisant ce centre catalytique. Néanmoins, il est intéressant de
considérer que ces études ayant été réalisées dans un but énergétique, le couplage avec
une biocathode eﬃcace (dont de nombreux exemples utilisant le photosystème I sont pré-
sents dans la littérature) représente également un enjeu majeur, ce qui sera présenté par
la suite.
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1.3.2.3.1.1 Réalisation de bioanodes
De nombreuses publications utilisent ce type de stratégie avec un accepteur électro-
nique également immobilisé sur la surface (voir la revue de Ran Tel-Vered et Itamar
Willner [76]). Une grande partie de ces travaux concernent des centres PSI [7785], ce qui
ne sera pas détaillé ici, où nous nous limiterons au PSII.
Plusieurs études de ce type sont présentes dans la littérature [8688]. Nous pouvons
prendre l'exemple du travail réalisé par le groupe de Wolfgang Schuhmann [86]. Dans cette
approche, représentée sur la ﬁgure 1.18, des centres photosystème II, sont immobilisés à
la surface de l'électrode dans un gel de polymères marqués à leur extrémité libre par
l'accepteur d'électron exogène, ici un complexe d'osmium [86].
Figure 1.18: Schéma de principe d'une surface sur laquelle des centres PSII sont immobilisés
au sein d'un polymère conducteur modiﬁé par des complexes d'osmium servant d'accepteur
électronique. [86]
Cette approche a permis l'obtention de densités de courants (ﬁgure 1.19) signiﬁca-
tives 6.
Une autre manière de procéder consiste à utiliser un accepteur d'électrons en solution,
6. Ces auteurs travaillant dans un but énergétique, la réalisation d'une biopile nécessite une bioanode
et une biocathode. Ils ont donc suivi une approche similaire en immobilisant par la même voie des
photosytèmes I, obtenant un courant de réduction [77]
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Figure 1.19: Densité de courant en fonction du temps suite à une illumination du système à une
longueur d'onde de 675 nm, à 2,65 mW.cm−2, le potentiel appliqué étant de 300 mV/Ag/AgCl
[86], sur une électrode d'or de 2 mm de diamètre.
une quinone par exemple. Plusieurs études de ce genre ﬁgurent dans la littérature [8991].
Ainsi pourra être cité l'exemple d'une bioanode réalisée en immobilisant des centres PSII
à la surface de l'électrode en présence de 2,6-DCBQ [91]. Les photocourants ainsi générés
sont représentés sur la ﬁgure 1.20.
L'étude de la bioanode donne des photocourants (ﬁgure 1.20) signiﬁcatifs et stables
sur la durée de l'expérience, de l'ordre de la dizaine de secondes. La faible durée de
l'expérience présentée ici nécessite toutefois de relativiser la stabilité obtenue.
Il existe néanmoins, selon cette même stratégie, des architectures de bioanodes bien
plus complexes. Le groupe de Tel-Vered a notamment réalisé des bioanodes en immobili-
sant des PSI et des PSII sur la même électrode [84, 92] (ﬁgure 1.21). On pourra prendre
l'exemple de ce type d'architecture, qui donne des densités de photocourants de l'ordre
de quelques centaines de nA.cm−2, décroissantes sur quelques dizaines de secondes.
Ce type d'approche, plus complexe, semble donc moins eﬃcace que celles employant
des architectures plus simples, tant en terme d'eﬃcacité que de stabilité.
Les architectures ici présentées permettent donc la réalisation de bioanodes. Cepen-
dant, lors d'applications énergétiques, une anode nécessite d'être couplée à une cathode.
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Figure 1.20: Densité de courant en fonction du temps, au ﬁl de pulses successifs de lumière à
100 µmol de photons.m−2.s−1, de longueur d'onde 675 nm, à une concentration de 2,6-DCBQ
de 1 mM, et à un potentiel de 0,3 V/Ag/AgCl [91].
Figure 1.21: Schéma d'une électrode d'ITO modiﬁée par des centres PSI et PSII au sein d'une
matrice de polymère conducteurs. [84]
1.3.2.3.1.2 Réalisation de biopiles photosynthétiques
La combinaison d'une biocathode et d'une bioanode peut s'envisager selon diﬀérentes
approches. L'une d'entre elles consiste à utiliser les deux photosystèmes I et II pour réaliser
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respectivement les bioanodes et biocathodes. Cela a été réalisé par le groupe de Wolfgang
Schuhmann qui a appliqué ses travaux précédents concernant l'immobilisation de PSII et
de PSI dans des polymères d'osmium [77,86] à la réalisation d'une biopile (ﬁgure 1.22).
Figure 1.22: Schéma de principe d'une biopile constituée de centres PSI et PSII respectivement
à la cathode et à l'anode au sein de polymères d'osmium [93].
Cette biopile a permis l'obtention de photocourants de l'ordre du µA.cm−2 stables sur
des durées de l'ordre de quelques dizaines de secondes.
Une autre possibilité consiste à utiliser des PSII comme un pont de transferts électro-
niques de l'anode à la cathode. Un exemple de ce type d'approche a été développé dans
le groupe de Tel-Vered [88] et se trouve schématisé sur la ﬁgure 1.23.
Le principe de l'anode consiste à modiﬁer une électrode d'or par un polymère à base de
quinones, sur lequel des centres PSII sont déposés. Un agent réticulant (Bis[sulfosuccinimidyl]
suberate (bs3)) est ajouté. La cathode est constituée d'une électrode de carbone vitreux
modiﬁée par des nanotubes de carbone. Ces nanotubes sont porteurs d'une enzyme, la
bilirubine oxydase, qui catalyse la réduction du dioxygène. Un transfert d'électron direct
de l'électrode carbone/nanotubes de carbones vers l'enzyme est possible.
Ce type d'architecture permet de générer une puissance électrique, dont l'évolution en
fonction de l'intensité délivrée est donnée en ﬁgure 1.24. Cela témoigne d'une intensité de
débit optimale d'environ 60 µA.cm−2, permettant l'obtention d'une densité de puissance
d'environ 17 µW.cm−2. Le rendement quantique obtenu par cette stratégie est de l'ordre de
1%. Cependant, il est à noter qu'aucune information relative à la stabilité du photocourant
ainsi obtenu n'est fournie dans cette étude.
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Figure 1.23: Schéma de l'utilisation de centres PSII comme ponts entre l'anode et la cathode
dans le cadre d'une biopile [88].
Figure 1.24: Courbe de polarisation (E=f(J)) à gauche et dépendance de la densité de puissance
émise en fonction de la densité de courant émis (à droite) par une biopile de type poly(mercapto-p-
benzoquinone)/PSII/bilirubin oxydase/ nanotubes de carbones/carbone[83], Puissance incidente
de 0,1 W, longueur d'onde supérieure à 400 nm [88].
Cette même logique de modiﬁcation de surface par des éléments extraits d'organismes
photosynthétiques peut également être employée à d'autres échelles.
1.3.2.3.2 Membranes thylakoïdes déposées sur des électrodes pour transfert
d'électron médié
Il est également possible de travailler en transfert d'électron médié en déposant sur
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l'électrode, non pas des photosystèmes isolés mais des thylakoïdes isolés [94] (ﬁgure 1.25).
Il s'agit donc de la même logique d'extraction d'entité biologique qui est déposée sur une
électrode, mais à une échelle plus importante.
Figure 1.25: Schéma de l'approche d' un transfert d'électrons médié entre une membrane thy-
lakoïde adsorbée et une électrode modiﬁée par des nanoparticules d'or [94].
Cette approche se base sur la possibilité d'une interaction entre le pool de plastoqui-
nones et une quinone exogène. Le transfert d'électrons de la quinone vers l'électrode est
alors facilité par la présence de nanoparticules d'or, qui de par leur faible taille, permettent
probablement un meilleur couplage électronique avec la chaîne photosynthétique 7.
Figure 1.26: Courant en fonction du temps au cours de deux pulses successifs de lumière à
une intensité lumineuse de 680 mW.cm−2, à un potentiel de 400 mV/Ag/AgCl pour diﬀérentes
concentrations de benzoquinone, avec une électrode d'une surface géométrique de 0,02 cm2 [94].
Le courant semble relativement stable sur une échelle de temps de l'ordre de la centaine
7. Ce travail de communication électrochimique entre une membrane thylakoïde et une électrode s'ins-
crit dans une lignée de travaux de ce groupe consistant à développer la communication électrochimique
entre une entité biologique et une électrode modiﬁée [9597].
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de secondes d'illumination, et pour des temps d'incubation préalable de l'ordre de quelques
centaines de secondes (ﬁgure 1.26). Les courants obtenus sont de l'ordre de quelques
microampères, soit des densités de courant de l'ordre de la centaine de µA.cm−2.
Figure 1.27: Tableau récapitulant les densités de courant maximale mesurées à 400
mV/Ag/AgCl, concentration de quinone égale à 600 µM, intensité lumineuse de 680 W.cm−2
selon Gorton et al [94].
Dans ce contexte, l'inﬂuence de la nature chimique du médiateur a également été
étudiée (ﬁgure 1.27) [94]. Les meilleurs semblent être la benzoquinone et 2,6-DCBQ. Les
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autres composés présentent un courant plus faible, ce que les auteurs attribuent à un
potentiel standard trop faible (pour les composés de la duroquinone à la naphtoquinone,
soit à un problème de solubilité des molécules dans la solution physiologique pour les
tetrabromo et tetrachloro quinones).
Le même genre d'études a pu être réalisé avec un autre accepteur électronique : le
ferrocyanure par le groupe de Jessica Calkins [98] qui a déposé des membranes thyla-
koïdes sur des électrodes d'or modiﬁées par des nanotubes de carbone. En présence de
ferricyanure, un photocourant d'oxydation est généré (ﬁgure 1.28). Dans ces conditions,
une modiﬁcation du potentiel de circuit ouvert est observée et une analyse d'impédance
a pu être réalisée.
Figure 1.28: Densités de photocourants obtenus sur une électrode d'or modiﬁée par des nano-
tubes de carbone et des membranes thylakoïdes en présence Fe(CN)6
3/4
1,5 mM, l'électrode
(de 0,02 cm2) étant portée à un potentiel de 0,2 V vs Ag/AgCl [98].
L'origine photosynthétique des courants obtenus a été conﬁrmée en observant l'inhibi-
tion de ces courants par le DCMU. L'irradiation d'une telle architecture permet l'obtention
de photocourants d'oxydation (voir ci-dessus) dont la densité est de l'ordre de quelques
dizaines de µA.cm−2. La faible durée de chaque cycle on-oﬀ (5 secondes) ne permet pas
de commenter la stabilité du système au cours d'un cycle. Néanmoins, les photocourants
sont décroissants au ﬁl des cycles 8.
8. Les auteurs ont également mesuré l'évolution du potentiel de circuit ouvert au cours des cycles. Si
une inﬂuence de la lumière est eﬀectivement constatée, celle-ci n'est pas davantage commentée par les
auteurs. Au vu de la complexité du système, et de certaines données manquantes, cette expérience ne
sera donc ni présentée ni commentée ici.
49
Il est donc possible d'extraire des électrons depuis un centre photosynthétique, ou
depuis des membranes thylakoïdes vers une électrode, par le biais d'un transfert d'élec-
trons médié. Cela laisse à penser que l'on peut préserver l'activité photosynthétique sous
forte irradiation d'une unité photosynthétique en fonctionnement. Cependant, les unités
biologiques extraites de leur environnement ont un temps de vie limité. L'absence de la
machinerie cellulaire environnante exclut tout auto-renouvellement de ces unités, ce qui
pose problème dans le cadre d'applications énergétiques, qui constituent le contexte de
ces études. Il est donc nécessaire d'envisager des études sur cellule photosynthétique dans
sa globalité, malgré les diﬃcultés que cela va immanquablement engendrer (membranes
supplémentaires à traverser. . . etc).
1.3.2.3.3 Transfert d'électron médié sur cellules vivantes immobilisées
Ce type de système a été envisagé par le groupe de Lo Gorton [99]. Des électrodes de
carbone sont modiﬁées par des polymères conducteurs d'Osmium. Puis des bactéries pho-
tosynthétiques (Rhodobacter Capsulatus) y sont immobilisées. Dès lors, les expériences
sont réalisées en présence ou non de benzoquinone. Un schéma récapitulatif du système
étudié, ainsi que des diﬀérents transferts d'électrons envisageables est donné en ﬁgure 1.29.
Plusieurs types de transferts d'électrons sont alors susceptibles de se produire, à savoir
Figure 1.29: Schéma de l'extraction de photocourants de Rhodobacter Capsulatus décrite par
Gorton et al, les cercles rouges représentant les polymères d'Osmium, et les traits rouges pointillés
des transferts d'électrons envisageables [99].
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des transferts d'électrons directs ou bien médiés par de la benzoquinone. Les principaux
résultats sont représentés en ﬁgure 1.30. Ils mettent en évidence le transfert d'électron
direct entre les cellules et la surface de l'électrode (courbe noire). Néanmoins, le courant
est augmenté en présence du polymère d'Osmium (courbe rouge) et à plus forte raison
lorsque de la benzoquinone est présente dans le milieu (courbe bleue).
Figure 1.30: Mesure de photocourants réalisés en déposant Rhodobacter capsulatus sur une
électrode de carbone nue (3,05 mm) (A), modiﬁée par le polymère d'osmium Os-BPPVI (B) ou
sur la même électrode de carbone modiﬁée en présence de benzoquinone (0,6 mM)(C) [99].
Ce travail témoigne du fait que bien que, selon les conditions (organismes photosynthé-
tiques, nature de la surface de l'électrode. . . ), un transfert d'électron direct puisse avoir
lieu, la présence d'un médiateur exogène facilite la communication électronique entre la
cellule et l'électrode. Il est à noter la valeur extrêmement élevée de la concentration de
benzoquinone employée (plusieurs centaines de µmol.L−1).
On notera également que les bactéries sont immobilisées sur la surface de l'électrode
via l'application d'une pression, ce qui a plusieurs conséquences. En eﬀet, on peut se
demander si l'électrode de carbone est réellement nue ou si l'application de cette pression
sur une suspension de bactéries aurait pu créer un ﬁlm (bioﬁlm ou non) sur la surface de
l'électrode. La question du maintien de l'intégrité physiologique des bactéries après un tel
traitement mérite d'être posée. Cette question parait intuitivement moins cruciale si une
suspension de cellules est utilisée.
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1.3.2.3.4 Transfert d'électron médié sur cellules vivantes en suspension
La cinétique de dérivation électronique par les quinones peut être aisément suivie
par détection électrochimique, en particulier dans une logique non préparative [100,101].
Ainsi les benzoquinone, diméthylbenzoquinone et dichlorobenzoquinone ont été étudiées
comme accepteurs d'électrons en présence d'une population de Synechococcus (cyanobac-
téries unicellulaires) ou Rhodobacter. La détection est eﬀectuée sur électrode tournante
au potentiel d'oxydation de la forme réduite de la benzoquinone. Des photocourants ont
pu être obtenus, voir ﬁgure 1.31.
Figure 1.31: Photocourants obtenus suite à l'exposition de Synechococcus à 100 mM de BQ
dans une solution de pH 8, sous illumination à 150 µmol.s−1.m−2 en présence d'une électrode
tournante de carbone portée à 0,6 V/Ag/AgCl [101](gauche), ou de Rhodobacter Sphaeroides
exposés à 100 mM de dichlorobenzoquinone en milieu tampon pH 8, la vitesse de rotation de
l'électrode est de 1500 rpm et le ﬂux de photons est de 1000 µmol.m−2.s−1 [100]. (à droite)
La pente nettement plus forte enregistrée aux temps très courts dans le cas du rho-
dobacter est attribuée à une adsorption des cellules sur la surface de l'électrode. Ces
photocourants permettent de calculer une vitesse de photoréduction de la quinone, qui
peut être tracée en fonction de diﬀérents paramètres tels que le ﬂux de photons incident
ou la concentration en quinone. Ceci peut permettre [101] d'étudier des caractéristiques
telles que la nature de l'étape cinétiquement limitante (activation/ diﬀusion. . . ).
L'outil ainsi développé est donc d'ordre purement analytique. Dans ces conditions,
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l'électrode n'aﬀecte pas l'ensemble du volume de la solution. Ce système ne permet donc
pas de maintenir l'eﬃcacité photosynthétique sous des conditions de forte irradiation, ce
qui n'est pas son objectif initial il est vrai.
Pour permettre à un transfert d'électron médié sur cellule vivante d'interagir sur l'en-
semble du volume, il convient d'augmenter le ratio de la surface de l'électrode sur le
volume de l'échantillon. Une possibilité consiste ainsi à approcher une UME très proche
d'une cellule toujours en présence d'un accepteur d'électrons exogène. C'est l'approche
développée par Yasukawa et al [102] sur des protoplastes isolés en présence de benzoqui-
none. Des photocourants (ﬁgure 1.32 ), de l'ordre de quelques dixièmes de nanoampères
sont obtenus pour une concentration de benzoquinone de 1 mM 9 . Le fait que ces pho-
tocourants proviennent bien du photosystème II a été conﬁrmé en utilisant du DCMU,
ce dernier diminuant drastiquement les photocourants. Il est toutefois à noter que cette
vériﬁcation a été réalisée sur un échantillon déjà irradié. Une baisse pourrait donc s'ex-
pliquer par d'autres phénomènes tels que la photoinhibition. Celle-ci semble néanmoins
extrêmement forte pour être expliquée par un tel phénomène.
Si cette approche se place en eﬀet dans un aspect préparatif de l'électrochimie, elle
ne permet d'interagir qu'avec une cellule isolée, ou tout du moins un faible nombre de
cellules. Cela ne permet donc pas de maintenir l'eﬃcacité photosynthétique sous forte
irradiation d'une population cellulaire. Il existe dans la littérature [105] une approche
permettant la génération de photocourants d'oxydation par transfert d'électrons médié
depuis une suspension cellulaire dans des conditions préparatives. Néanmoins, celle ci ne
sera pas détaillée plus en détail car le mécanisme déterminé par les auteurs exclut toute
action sur la photoinhibition.
1.4 Conclusion
Il a été montré dans ces études qu'une dénaturation de l'activité photosynthétique
était observée sous forte irradiation. Cette dénaturation étant due, entre autres, à un
9. Une autre possibilité de conﬁnement du système consiste à travailler en système miniaturisé. C'est
l'approche développée par Koide et al pour suivre l'évolution de la production en O
2
par des cyanobactéries
[103,104].
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Figure 1.32: Courant d'oxydation de la benzoquinone en fonction du temps enregistré sur une
électrode disque d'or (10 µm de rayon) placée à environ 1 µm de la membrane du protoplasme.
L'électrode est portée à un potentiel de 0,5V/Ag/AgCl, en absence (a) et en présence (b) de 5
µM de DCMU, la concentration en benzoquinone étant de 1 mM et l'intensité lumineuse de 18
Klux. [102]
engorgement de la chaîne d'accepteurs électroniques en aval du photosystème II, une
dérivation du surplus d'électrons photosynthétiques pourrait permettre de soulager la
chaine photosynthétique. Ceci permettrait donc de maintenir l'activité photosynthétique
sous forte irradiation.
Cette dérivation peut être envisagée selon un grand nombre de manières possibles :
 Un transfert d'électrons direct entre un organisme photosynthétique et une nanoélec-
trode peut être réalisé en insérant celle-ci dans la cellule. Si cela permet de mesurer
des courants, des doutes subsistent quant au caractère non-invasif de la méthode. De
plus la sélectivité de la méthode laisse à désirer car la position à laquelle l'électrode
intervient dans la chaîne photosynthétique parait diﬃcilement contrôlable. Enﬁn,
cette méthode n'est pas applicable au cas d'une population cellulaire.
 Une autre possibilité de transfert d'électrons direct consiste à déposer des thyla-
koïdes isolés sur une électrode. Si l'électrode joue alors un rôle moins invasif, cela
nécessite d'extraire des éléments biologiques de leur environnement ce qui est sus-
ceptible d'altérer leur activité. De plus, bien que cela permette de travailler sur une
population, les courants demeurent faibles, signe d'un mauvais couplage électronique
entre l'électrode et la membrane thylakoïde.
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 Ce problème de mauvais couplage électronique peut être résolu en utilisant un accep-
teur d'électron en solution. En l'absence de régénération électrochimique, le système
ainsi réalisé ne sera pas stable dans le temps, à cause de la réduction du médiateur.
 Une régénération électrochimique est envisageable sur système adsorbé, diﬀérentes
échelles étant dès lors possibles (du centre catalytique isolé à la cellule entière). De
tels systèmes permettent un temps de réponse bref mais sont susceptibles d'altérer
la stabilité du matériel biologique, surtout dans le cas de systèmes extraits.
 Enﬁn, une régénération sur une suspension d'algues est également envisageable.
La régénération électrochimique n'altère a priori plus la stabilité du matériel bio-
logique. Il est possible de moduler les conditions électrochimiques (analytiques ou
préparatives) en jouant sur le rapport entre la surface de l'électrode et le volume
de la solution. Ceci, ajouté à la surface du faisceau lumineux, déﬁnit également le
temps de réponse du système. Il est également aisé de moduler la taille de la popu-
lation sondée en jouant sur la taille de l'électrode en conditions analytiques ou sur
le volume du système en conditions préparatives.
Figure 1.33: Structure des diﬀérentes quinones envisagées dans la suite de ce manuscrit.
Dans le cadre du travail présenté dans ce manuscrit, la stratégie choisie de dérivation
consistera donc à travailler sur population d'algues en présence d'un médiateur exogène.
Ainsi, seuls les accepteurs du Photosystème II comme les quinones seront considérés.
Si des comparaisons des eﬃcacités des diﬀérentes quinones ont déjà été rapportées pré-
cédemment dans la littérature, ces dernières restent diﬃciles à extrapoler puisque l'on
peut s'attendre à ce qu'elles dépendent du système envisagé. En eﬀet, à conditions ex-
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périementales identiques mais sur des systèmes biologiques diﬀérents, les contraintes dif-
fusionnelles ou cinétiques peuvent varier, ce qui pourra jouer sur l'ordre d'eﬃcacité des
quinones ciblées. Il est donc préférable dans un premier temps de réaliser une étude
comparative de la capacité de plusieurs quinones d'intérêt à dévier les électrons photosyn-
thétiques sur l'entité biologique considérée, ici l'algue unicellulaire Chlamydomonas rein-
hardtii. Les quinones qui seront envisagées dans la suite du manuscrit sont les 2,6-DCBQ,
2,5-DCBQ, 2,6-Diméthylbenzoquinone (2,6-DMBQ), 2,5-DMBQ, PPBQ, BQ et Naphto-
benzoquinone (NBQ) dont les structures sont données en ﬁgure 1.33.
Ceci sera l'objet du prochain chapitre.
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Chapitre 2
Evaluation de l'eﬃcacité des
médiateurs par ﬂuorescence
2.1 Introduction : principe expérimental
Au sein de ce chapitre, nous allons chercher à évaluer et à quantiﬁer la capacité d'un
médiateur à dériver les électrons photosynthétiques au niveau du PSII. Dans ce contexte,
la ﬂuorescence est une méthode pertinente car directement liée au ﬂux électronique.
2.1.1 La ﬂuorescence, un phénomène directement lié au ﬂux élec-
tronique
Lorsque la chlorophylle associée à un photosystème II est irradiée, elle atteint un niveau
excité instable. Ce dernier va se désexciter selon plusieurs voies compétitives : désexcita-
tion radiative (c'est-à-dire émission de ﬂuorescence), non-radiative (émission de chaleur
par exemple, phénomène indépendant de la présence de quinone) ou photochimique (ﬁ-
gure 2.1). Cette dernière correspond à une séparation de charges conduisant à l'apparition
d'un ﬂux d'électrons dans la chaîne photosynthétique. Un accepteur d'électron eﬃcace
(comme une quinone, tel que décrit dans le chapitre précédent) va oxyder les accepteurs
d'électrons endogènes, provoquant donc une hausse du ﬂux électronique. La ﬂuorescence
constitue donc un suivi du ﬂux électronique, ainsi lorsque ce dernier augmente, la ﬂuo-
rescence diminue. En l'occurrence, on peut s'attendre à une diminution signiﬁcative de
Figure 2.1: Schéma des principales voies d'excitation et de désexcitation du photosystème II.
la ﬂuorescence en présence d'un accepteur exogène d'électrons eﬃcace. Néanmoins, une
diminution potentielle de ﬂuorescence n'est pas nécessairement liée à une hausse du ﬂux
électronique. Ainsi les accepteurs d'électrons considérés dans ce travail, c'est à dire les
quinones sont connues pour provoquer l'extinction de la ﬂuorescence ("quenching") émise
par des chlorophylles [106,107] en solution.
2.1.2 Quenching de la ﬂuorescence de la chlorophylle par des qui-
nones
Le phénomène de quenching de la chlorophylle par des quinones a été étudié dans
les années 70 sur de la chlorophylle en solution [107]. Les quinones sont connues pour
permettre des transferts d'électrons avec l'état excité de la chlorophylle, mais aucune paire
d'ions ni ions séparés n'ont été détectés dans un milieu peu polaire. Ceci peut s'expliquer
si l'on regarde les proﬁls d'énergie en fonction de la distance entre la chlorophylle D et
l'accepteur noté A, qui peut être une quinone (ﬁgure 2.2).
L'irradiation de D en présence de A conduit à la formation de l'état D*+A. Un trans-
fert d'électron entre D* et A peut alors avoir lieu. Dans le cas d'un milieu peu polaire
la séparation des ions ainsi formés n'est pas favorisée. Ils vont donc immédiatement se
rapprocher générant la paire d'ion (D+A). Dès lors, une relaxation rapide par recombi-
naison de charge peut opérer, si les courbes d'énergie présentent une intersection, ce qui
explique l'absence de détection de paire d'ions.
Le quenching diminue donc les voies précédentes de désexcitation (y compris la ﬂuo-
rescence) en créant une nouvelle voie de désexcitation concurrentielle des précédentes, à
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quantiﬁcation de l'action d'oxydo-réduction de la quinone nécessite donc un dispositif
expérimental permettant de faire la discrimination entre ces deux voies de baisse de ﬂuo-
rescence.
2.1.3 Dispositif expérimental
La mesure de l'eﬀet rédox des quinones sur la chaine photosynthétique nécessite donc
une mesure indépendante du quenching. L'observation du quenching combinée à la mesure
de la baisse globale de la ﬂuorescence permettrait de déduire l'oxydation des accepteurs
du PSII par les quinones. Pour eﬀectuer cette mesure du quenching, il faut supprimer la
désexcitation par séparation de charges (provoquant le ﬂux électronique). Une façon de
procéder consiste à saturer d'électrons les accepteurs du photosystème II. Ainsi seules les
désexcitations par ﬂuorescence, voie thermiques et quenching seront à considérer. Toute
baisse de ﬂuorescence lors de l'ajout de quinones sera donc attribuable au quenching.
Ceci peut être eﬀectué expérimentalement en utilisant un pulse de lumière sursaturante.
Un schéma de principe est représenté en ﬁgure 2.4. L'emploi de cette lumière sursatu-
Figure 2.4: Schéma de principe du dispositif expérimental de mesure de ﬂuorescence utilisé.
rante entraine toutefois une complication. En eﬀet, une irradiation plus intense produit
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intrinsèquement une ﬂuorescence plus intense, tout phénomène de saturation de la chaine
photosynthétique mis à part. Il est donc nécessaire d'utiliser une autre source de lumière
pour provoquer la ﬂuorescence que l'on va mesurer. Cette lumière sera nommée lumière
de détection et est modulée. Elle provoque donc une ﬂuorescence modulée de la même
manière. Le détecteur est réglé pour ne détecter que la ﬂuorescence ainsi modulée, donc
provoquée par une lumière d'amplitude constante. Ceci permet donc de s'aﬀranchir de la
hausse intrinsèque de ﬂuorescence due au pulse de lumière sursaturante.
2.1.4 Allure des résultats expérimentaux
Expérimentalement, la lumière de détection est la première a être allumée [108]. En
absence de lumière actinique, elle permet de mesurer la ﬂuorescence, notée F0, lorsque
tous les accepteurs d'électrons sont oxydés c'est à dire lorsque la séparation de charges
est à son eﬃcacité maximale.
Puis la lumière actinique est actionnée, avec une intensité constante. Les accepteurs
d'électrons vont alors se réduire progressivement, conduisant à une hausse de la ﬂuores-
cence. Celle ci atteint une valeur stationnaire, notée Fstat, correspondant à une situation
dans laquelle les accepteurs d'électrons sont oxydés et réduits à la même vitesse. La pro-
portion d'accepteurs oxydés étant alors constante, l'eﬃcacité de la séparation de charges
l'est donc également, ce qui explique le fait que la ﬂuorescence soit stationnaire.
Puis le pulse de lumière sursaturante est appliqué, conduisant à la réduction complète
des accepteurs d'électrons endogènes. Il n'y a donc plus de séparation de charges, la
ﬂuorescence prendra sa valeur maximale notée Fmax (ﬁgure 2.5).
Expérimentalement, on n'observe pas de diﬀérence marquée entre la ﬂuorescence sta-
tionnaire et la ﬂuorescence maximale (au niveau du pulse) en absence de quinone. Cela est
dû au fait qu'expérimentalement, un mutant sans cytochrome b6f ait été utilisé. La chaîne
photosynthétique est en eﬀet interrompue, la séparation de charge n'est donc pas suppo-
sée se produire. On retrouve alors une situation similaire à celle du pulse, les intensités
de ﬂuorescence étant alors peu diﬀérentes [108].
Sous des conditions de faible illumination, une diﬀérence entre les ﬂuorescences sta-
tionnaire et maximale peut cependant apparaître [108], telle que représentée en ﬁgure
2.6.
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devant la vitesse de photoréduction des accepteurs électroniques. La valeur constante de
la ﬂuorescence reﬂète donc un état stationnaire de ces accepteurs, déﬁni par les cinétiques
respectives d'oxydation et de réduction.
Au bilan, ce dispositif expérimental semble donc adapté à la détection de l'action
des quinones sur la chaine photosynthétique. Il convient, dès lors de trouver comment
quantiﬁer cette action.
2.1.5 Exploitation des résultats expérimentaux
2.1.5.1 Approche empirique
Dans un premier temps, le cas des fortes intensités lumineuses est considéré. Dans
ces conditions, les niveaux de ﬂuorescence maximale et stationnaire étant identiques en
absence de quinone, la dérivation électronique est directement proportionnelle à l'écart
entre les ﬂuorescences maximales et stationnaires en présence de quinone (ﬁgure 2.5), tel
que décrit par Genty et al [111]. Si cette variation de ﬂuorescence entre les ﬂuorescences
maximale et stationnaire est normalisée par la variation totale de ﬂuorescence, un ren-
dement de dérivation électronique (oxydation des accepteurs d'électrons par les quinones
exogènes) noté φQ est obtenu :
φQ =
Fmax,Q − Fstat,Q
Fmax,Q − F0,Q (2.1)
Cependant, comme précisé précédemment, si l'intensité lumineuse est insuﬃsamment
forte pour négliger la back reaction et l'activité de PTOX, la valeur de φQ ne sera pas
nulle en absence de quinone. Cette valeur peut donc s'exprimer selon :
φQ=0 =
Fmax,Q=0 − Fstat,Q=0
Fmax,Q=0 − F0,Q=0 (2.2)
Dès lors, le rendement de dérivation électronique provoqué par l'ajout de quinones
externes peut s'exprimer :
DQ = φQ − φQ=0 = Fmax,Q − Fstat,Q
Fmax,Q − F0,Q −
Fmax,Q=0 − Fstat,Q=0
Fmax,Q=0 − F0,Q=0 (2.3)
Ce même paramètre peut s'obtenir en réalisant un calcul moins empirique, en utilisant
la notion de sites ouverts/sites fermés.
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de fait les sites initialement fermés.
2.1.5.2.2 Utilisation pour l'exploitation des résultats
La proportion de sites ouverts correspond donc au paramètre précédemment noté φQ.
La situation dans laquelle tous les sites sont ouverts correspond à la situation en absence
de lumière. La ﬂuorescence dans une telle situation correspond donc à F0. De même, la
ﬂuorescence lorsque tous les sites sont fermés est Fmax.
La ﬂuorescence mesurée étant la somme de la ﬂuorescence des sites ouverts et de celle
des sites fermés, elle peut s'exprimer ainsi :
F = F0φ+ Fmax(1− φ) = Fmax − φ(Fmax − F0) (2.4)
D'où l'on retrouve immédiatement les expressions précédentes de φ (équation 2.1) dont
découle immédiatement celle de DQ (équation 2.3). L'emploi de la notion de sites ou-
verts/sites fermés permet donc de retrouver l'expression précédente de DQ, par un calcul
plus rationnel. Il est intéressant de noter que DQ ne représente pas la fraction d'électrons
dérivés par les quinones mais la variation de cette proportion induite par la présence de
quinones. Une identiﬁcation de ces deux notions suggérerait que le rendement du ﬂux
d'électrons endogène serait indépendant de la présence de quinones. Ceci n'est vériﬁé qu'à
forte irradiation. En eﬀet, ce rendement est alors faible, or il est strictement positif et
décroissant en fonction de la concentration en quinones.
2.2 Comparaison de l'eﬃcacité des diﬀérents média-
teurs
La comparaison des médiateurs a donc été eﬀectuée sur un mutant, noté ∆PetA, de
l'algue. La chaîne de transferts d'électron étant alors interrompue par absence de complexe
b6f , le système aura beaucoup plus de sensibilité à l'ajout de quinones.
Sur un tel mutant, le ﬂux endogène en absence de quinone est faible. On suppose donc
qu'on est dans le cas où il peut être supposé constant.
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de corrélation obtenu aux faibles concentrations s'explique par le faible nombre de points
ainsi que par la faible valeur du quenching sur cette gamme de concentrations.
Ceci peut s'expliquer par un phénomène de partition des quinones. En eﬀet, l'algue
possède de nombreux composants susceptibles de stocker la quinone. On peut arbitraire-
ment citer trois types de compartiments. Le premier regroupe les membranes non photo-
synthétiques au sein desquelles les quinones sont de fait perdues pour la photosynthèse.
Le deuxième type de compartiment est la membrane thylakoïde, siège de la photosyn-
thèse et donc du quenching. Le troisième est l'ensemble des milieux extramembranaires,
insaturables dans la gamme de concentration ici étudiée.
Puisque le quenching est un phénomène qui a lieu à l'intérieur de la membrane thy-
lakoïde, la concentration à laquelle la loi de Stern-Volmer s'applique est donc la concen-
tration à l'intérieur de cette membrane. Cependant, les quinones situées dans le troisième
type compartiment ne sont pas perdues pour la photosynthèse, car elles peuvent diﬀuser
à l'intérieur de la membrane. La linéarité de l'évolution du quenching en fonction de la
concentration laisse supposer que, sur la gamme de concentration sondée, le quenching est
contrôlé par la cinétique d'internalisation des quinones. La loi de Stern-Volmer peut donc
s'appliquer aux quinones présentes dans l'ensemble de ces deux compartiments, avec une
nouvelle constante de quenching notée K'(avec K'<K), qui tient compte également de la
cinétique d'internalisation des quinones.
Ces quinones accessibles à la photosynthèse (membrane thylakoïde + milieux exté-
rieurs) sont en équilibre avec les autres quinones stockées dans les autres compartiments,
qui sont alors perdues pour la photosynthèse. Aux faibles concentrations en quinone, les
compartiments seront tous insaturés. On peut donc introduire un pseudo-coeﬃcient de
partition k', déﬁni tel que :
k′ =
CNQ
CQ
(2.7)
Avec CQ la concentration de quinone accessible au quenching et CNQ la concentra-
tion de quinone non accessible au quenching, et donc à la photosynthèse en général.
Ces concentrations ne sont pas les concentrations de quinone eﬀectivement présente dans
chaque milieu, mais les quantités de matière de quinone correspondantes divisées par le
volume total de solution. C'est pourquoi k' n'est qu'un pseudo coeﬃcient de partition,
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proportionnel au vrai coeﬃcient avec un facteur égal au rapport des volumes de chacune
des deux phases.
La conservation de la matière implique :
Ctot = CNQ + CQ = CQ(1 + k
′) (2.8)
L'équation de Stern-Volmer s'écrit donc :
Q = K ′CQ =
K ′
1 + k′
Ctot = K
′′Ctot (2.9)
La loi de Stern-Volmer s'applique donc strictement aux faibles concentrations, avec
une troisième constante de Stern-Volmer K déﬁnie comme :
K ′′ =
K ′
1 + k′
(2.10)
Aux fortes concentrations, la saturation potentielle des compartiments membranaires
rend l'équation 2.7 inapplicable. Dans le cas d'une saturation, la concentration perdue
pour la photosynthèse sera constante et sera notée s. En réutilisant la loi de la conservation
de la matière, le paramètre de quenching devient :
Q = K ′CQ = K ′(Ctot − s) (2.11)
Sur cette gamme de concentration l'évolution du quenching est toujours linéaire, mais
la loi de Stern-Volmer ne s'applique plus au sens strict. La nouvelle droite obtenue possède
une pente égale à K', avec une ordonnée à l'origine non nulle égale à -K's. De ce modèle,
il est donc possible d'extraire les paramètres s, K' (aux fortes concentrations) puis k' (aux
faibles concentrations). Ces valeurs permettent ensuite de calculer la concentration CQ
et donc de tracer DQ en fonction de la concentration, accessible à la photosynthèse CQ
(ﬁgure 2.10).
On remarque alors que la prise en compte de CQ au détriment de la concentration
ajoutée donne lieu à une courbe DQ=f(C) conforme à la courbe de saturation attendue.
La construction d'une courbe DQ=f(CQ) pour chaque quinone exogène va donc per-
mettre d'évaluer la capacité intrinsèque de la quinone à dériver les électrons photosynthé-
tiques. Toutefois, aﬁn d'eﬀectuer une comparaison pertinente de l'eﬃcacité des diﬀérents
médiateurs, il va être nécessaire d'extraire des paramètres numériques caractéristiques de
l'eﬃcacité de la dérivation électronique.
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L'équation de Michaélis-Menten semble globalement bien respectée, malgré une légère
distorsion observée aux faibles concentrations. Celle ci peut s'expliquer par le fait que le
quenching étant peu intense sur cette gamme de concentrations, la correction qui y est
eﬀectuée est moins précise.
On rappelle l'expression de l'équation de Michaélis-Menten :
DQ =
ρ0D∞CQ
ρ0CQ +D∞
(2.12)
Avec ρ0 qui correspond à la pente de la courbe à une concentration nulle et D∞ la limite
de la courbe pour des concentrations inﬁnies. Dans le cas de cette expérience, une valeur
de D∞ de 0,58, et une valeur de ρ0 de 4, 1 ∗ 10−2L.mol−1 sont obtenues.
2.2.2 Comparaison des diﬀérents médiateurs
Les autres médiateurs présentent, qualitativement, des comportements similaires à
celui décrit plus haut, avec des valeurs des diﬀérentes constantes qui peuvent diﬀérer d'un
médiateur à l'autre, et qui sont résumées dans le tableau 2.1.
Médiateur K' s D∞ ρ0 (L.µmol−1)
2,6-DCBQ (1, 84± 0, 08)104 19, 5± 6, 6 0, 58± 0, 06 (4, 1± 1, 4)10−2
2,5-DCBQ (2, 28± 0, 40)104 12, 0± 0, 2 0, 60± 0, 08 (5, 9± 0, 5)10−2
2,6-DMBQ (0, 37± 0, 04)104 11, 9± 6, 8 nd (9, 5± 1, 2)10−4
2,5-DMBQ (0, 45± 0, 06)104 4, 1± 0, 8 nd (7, 4± 1, 4)10−4
PPBQ (2, 37± 0, 19)104 14, 3± 4, 9 0, 48± 0, 01 (1, 7± 0, 1)10−2
BQ (0, 1± 0, 01)104 36, 6± 11 nd (8, 1± 1, 6)10−4
NBQ (4, 93± 0, 52)104 5, 0± 1, 5 0, 10± 0, 03 (4, 0± 1, 4)10−3
Table 2.1: Tableau récapitulatif des diﬀérentes constantes de quenching (K'), partition (s) et
dérivation électroniques (D∞ et ρ0)
Certaines valeurs de D∞ n'ont pas pu être déterminées expérimentalement. Cela est
dû au fait que, sur la gamme de concentrations sondées, aucun eﬀet de saturation n'a pu
être observé. Un exemple de ce type de comportement est représenté dans la ﬁgure 2.12.
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2.3 Etude mécanistique
2.3.1 Mécanisme
2.3.1.1 La dérivation électronique, une réaction réversible ?
Dans le cas présent, la dérivation consiste en un transfert d'électrons se produisant au
sein de la membrane thylakoïde. Le transfert en question génère de fait une forme hydro-
quinone, a priori absente à l'extérieur de la membrane. La réaction inverse de la dérivation
est donc en compétition avec la diﬀusion de l'hydroquinone hors de la membrane.
Il convient donc, pour discuter de la réversibilité de la dérivation électronique, d'es-
timer l'ordre de grandeur du "`temps de séjour" de l'hydroquinone à l'intérieur de la
membrane thylakoïde, aﬁn de savoir si elle a le temps de rendre ses électrons à la chaîne
photosynthétique. Pour cela rappelons qu'une membrane thylakoïde est composée d'une
bicouche lipidique d'une épaisseur de 2 nm.
Figure 2.13: Schéma d'une membrane thylakoïde représentant les diﬀérentes grandeurs géo-
métriques considérées dans l'estimation du temps de séjour de la forme hydroquinone dans la
membrane.
Si l'on exprime la variation de la concentration d'une molécule, notée C, dans un
élément de volume V par diﬀusion sur une interface d'aire A et d'épaisseur δ (voir ﬁgure
2.13), l'équation suivante est obtenue (en considérant que l'espèce est absente du milieu
externe) :
dC
dt
=
ADC
δV
(2.13)
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Cela revient donc cinétiquement à une réaction d'ordre 1 et de constante de vitesse AD
δV
.
Le temps de demi vie est donc donné par ln(2)δV
AD
. Supposons que la géométrie permette
d'écrire que V = Aδ. Dès lors le temps de demi-vie devient ln(2)δ
2
D
. Le coeﬃcient de
diﬀusion peut être situé à 10−11m2.s−1 (une valeur plus faible du coeﬃcient de diﬀusion
que celle habituelle est prise pour rendre compte des contraintes à la diﬀusion rencontrées
à l'intérieur d'une membrane thylakoïde) quand l'épaisseur de l'interface sera considérée
comme étant égale à la moitié de la membrane thylakoïde. Le temps de demi-vie obtenu
est de l'ordre de la centaine de nanosecondes.
Or les réactions de transferts d'électrons entre les plastoquinones (présentes en per-
manence dans la membrane) et la chaine photosynthétique se produisent dans des temps
de vie de l'ordre de la centaine de µs (cf chapitre 1). Il est donc peu probable que la forme
hydroquinone puisse rétrocéder son électron à la chaine photosynthétique.
Toutefois, le calcul présenté ici doit être vu avec une certaine prudence. En eﬀet le sys-
tème photosynthétique est extrêmement complexe tant d'un point de vue de la géométrie
que des caractéristiques diﬀusionnelles. Cela oblige donc à considérer des approximations
relativement grossières, telles que l'hypothèse sur la géométrie, ou l'épaisseur de l'interface
égale à la moitié de la membrane. Les conditions diﬀusionnelles sont également diﬃciles
à estimer, telles que la valeur du coeﬃcient de diﬀusion à l'intérieur de la membrane 1 ou
encore la linéarité du proﬁl de concentration. Notons toutefois que l'allure d'un proﬁl de
concentration est dépendant de la géométrie si les eﬀets de bords ne sont pas négligeables.
Celle ci n'étant pas clairement déﬁnie, une approximation est nécessaire.
Le résultat obtenu ici est probablement surestimé. En eﬀet, l'une des approximations
les plus grossières consiste à considérer que l'épaisseur de l'interface est égale à la moitié
de la membrane. Cela revient en eﬀet à considérer le volume à l'intérieur de la membrane
1. Le coeﬃcient de diﬀusion est probablement dépendant de la position de la molécule dans la mem-
brane car il ne s'agit pas d'un milieu isotrope. Les contraintes de diﬀusion peuvent donc être dépendantes
de la position de la molécule. Une considération plus classique nécessiterait donc de diviser la membrane
traversée par la molécule lors de la diﬀusion en N éléments de volume isotropes, à l'intérieur desquels les
coeﬃcients de diﬀusion respectifs sont par déﬁnition scalaires. Le coeﬃcient de diﬀusion considéré dans
le calcul correspondrait donc à la moyenne des coeﬃcients de diﬀusion dans les diﬀérents éléments de
volume isotropes traversés par les molécules, pondérée par la proportion de molécules dans chacun de ces
éléments de volume.
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Q + Q−A = Q
− + QA
A
constante. Les égalités ci dessous peuvent donc être écrites :
F (I)(QA) + k−Q(QQ−A) = (Q
−
A)(kendo + CQkQ) (2.14)
(Q−A)CQkQ + (Q
−QA)k−e = (QQ−A)(k−Q + ke) (2.15)
(QQ−A)ke = (Q
−QA)(k−e + kdQ) (2.16)
(QA) + (Q
−
A) + (QQ
−
A) + (Q
−QA) = 1 (2.17)
Avec (QA), (Q−A), (QQ
−
A)et(Q
−QA) les proportions relatives de chaque état. Cela consti-
tue donc un système de 4 équations à 4 inconnues, dont la résolution conduit aux équations
suivantes :
(QA) =
kendo (k−Qk−e + k−QkdQ + kdQke) + CQkQkekdQ
(kendo + F (I)) (k−Q (k−e + kdQ) + kdQke) + CQkQ (F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ)
(2.18)
(Q−A) =
F (I) (k−Qk−e + k−QkdQ + kdQke)
(kendo + F (I)) (k−Q (k−e + kdQ) + kdQke) + CQkQ (F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ)
(2.19)
(QQ−A) =
F (I)kQCQ (k−e + kdQ)
(kendo + F (I)) (k−Q (k−e + kdQ) + kdQke) + CQkQ (F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ)
(2.20)
(Q−QA) =
F (I)kEkQCQ
(kendo + F (I)) (k−Q (k−e + kdQ) + kdQke) + CQkQ (F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ)
(2.21)
2.3.1.3 Implications du mécanisme
Il est alors possible de chercher à déterminer quels sont les phénomènes dominants en
fonction des diﬀérents domaines de concentration en quinone et d'intensité lumineuse et
de déterminer une évolution générale de la proportion de sites ouverts. Si on suppose que
la proportion de sites ouverts mesurée est égale à la proportion de QA, le rapport entre
les ﬂux endogènes et exogènes correspond au ratio des termes de gauche et de droite. La
concentration en quinone seuil à partir de laquelle le ﬂux exogène devient supérieur au
ﬂux endogène (notée CQ,seuil) est déﬁnie comme :
CQ,seuil =
kendoZ
kQkekdQ
(2.22)
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Avec Z = k−Qk−e + k−QkdQ + kdQke. On peut dès lors introduire un paramètre adimen-
sionnel noté α représentant la concentration et déﬁni ainsi :
α =
CQ
CQ,seuil
= CQ
kQkekdQ
kendoZ
(2.23)
L'expression de la proportion de sites ouverts devient :
φ = QA =
kendo(1 + α)
kendo + F (I) + αkendo(
F (I)B
kekdQ
+ 1)
(2.24)
Avec B = (ke + k−e + kdQ). Le ﬂux exogène sera donc majoritaire pour une valeur de
alpha supérieure à 1. Le ﬂux exogène peut lui même être contrôlé par deux phénomènes
qui sont l'insertion de la quinone dans la poche QB et le transfert d'électron entre la
quinone ainsi localisée et QA. La vitesse de transfert d'électrons deviendra prépondérante
dans le ﬂux exogène pour la valeur de α donnée ci dessous et notée β :
α =
kendo + F (I)
kendo
(
F (I)B
kekdQ
+ 1
) = β (2.25)
L'expression de la proportion de sites ouverts devient donc :
φ =
kendo
kendo + F (I)
(1 + α)β
β + α
= φ0
(1 + α)β
β + α
(2.26)
Avec φ0 la proportion de sites ouverts en absence de quinones. Il apparaît que la proportion
de sites ouverts n'est pas une fonction forcément croissante de la concentration en quinone.
En eﬀet l'équation (2.26) montre que la dérivée de la proportion de sites ouverts par alpha
est du signe de β2 − β, donc positive pour des valeurs de β > 1 et négative pour β < 1.
Ces deux grandes zones seront qualiﬁées de zone normale (β > 1 donc proportion de
sites ouverts augmentant avec la concentration en quinone) et zone inverse (β < 1 donc
proportion de sites ouverts augmentant avec la concentration en quinone).
De l'expression de β (équation 2.25), il vient immédiatement que la transition entre
la zone normale et la zone inverse est liée au paramètre kendoB
kekdQ
. Lorsque ce paramètre est
supérieur à 1, le système fonctionne en zone inverse et en zone normale lorsqu'il est infé-
rieur à 1. Ce paramètre rend donc compte du ratio des cinétiques du ﬂux endogène sur le
ﬂux électronique partant de QQ−A. Lorsqu'il est inférieur à 1 l'addition de quinone permet
une transition du site vers un état qui s'ouvre plus rapidement. Il est donc logique que la
proportion de sites ouverts augmente avec la concentration en quinones, ce qui se traduit
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Log(β) < 0
Log(β) > 0
Log(α)
Log(β)
φ5 = φ0
(1 + α)β
β + α
=
φ0D∞
ρ0
+D∞CQ
D∞
ρ0
+ CQ
φ/φ0
D∞CQ <<
φ0D∞
ρ0
D∞
ρ0
<< CQ
φ1 = φ0
β
α
= φ0
D∞
CQρ0
D∞CQ <<
φ0D∞
ρ0
D∞
ρ0
>> CQ
φ2 = φ0
Dans la zone notée 3, le ﬂux endogène est négligeable devant le ﬂux exogène (D∞CQ >>
φ0D∞
ρ0
) qui est limité par la cinétique de transfert d'électrons (D∞
ρ0
<< CQ). La propor-
tion de sites ouverts est donc indépendante de la concentration en quinone (conditions
possibles en zone Inverse et en zone Normale), et l'expression de la proportion de sites
ouverts devient égale à :
φ3 = φ0β = D∞ (2.30)
Dans la zone notée 4, le ﬂux endogène est négligeable devant le ﬂux exogène (D∞CQ >>
φ0D∞
ρ0
) qui est limité par l'arrivée de la quinone au site (D∞
ρ0
>> CQ). La proportion de
sites ouverts est donc proportionnelle à la concentration en quinone (conditions unique-
ment possibles en zone Normale), et l'expression de la proportion de sites ouverts devient
égale à :
φ4 = φ0α = ρ0CQ (2.31)
Dans la zone notée 6, le ﬂux exogène est limité par l'arrivée de la quinone au site
(D∞
ρ0
>> CQ). Les ﬂux endogène et exogène ne sont négligeables ni l'un ni l'autre mais
cette zone peut être divisée en deux : le ﬂux exogène est prépondérant dans la zone
6.2 au contraire de la zone 6.1. La proportion de sites ouverts est donc une fonction
aﬃne croissante de la concentration en quinone (conditions uniquement possibles en zone
Normale), et l'expression de la proportion de sites ouverts devient égale à :
φ6 = φ0(1 + α) = φ0 + ρ0CQ (2.32)
Dans la zone notée 7, le ﬂux endogène est négligeable devant le ﬂux exogène (D∞CQ >>
φ0D∞
ρ0
). Aucune étape n'est cinétiquement négligeable dans le ﬂux exogène, néanmoins la
zone peut être divisée en deux. Dans la zone 7.2, l'arrivée de la quinone au site est pré-
pondérante dans le contrôle du ﬂux exogène. La proportion de sites ouverts est donc une
fonction rationelle croissante de la concentration en quinone (conditions uniquement pos-
sibles en zone Normale), et l'expression de la proportion de sites ouverts devient égale
à :
φ7 = φ0
αβ
β + α
=
CQD∞
D∞
ρ0
+ CQ
(2.33)
Dans la zone notée 8, le ﬂux exogène est négligeable devant le ﬂux endogène (D∞CQ <<
φ0D∞
ρ0
). Aucune étape n'est cinétiquement négligeable dans le ﬂux exogène, néanmoins la
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zone peut être divisée en deux. Dans la zone 8.2, l'arrivée de la quinone au site est pré-
pondérante dans le contrôle du ﬂux exogène. La proportion de sites ouverts est donc une
fonction rationnelle décroissante de la concentration en quinone (conditions uniquement
possibles en zone Inverse), et l'expression de la proportion de sites ouverts devient égale
à :
φ8 = φ0
β
β + α
=
φ0D∞
D∞ + ρ0CQ
(2.34)
Dans la zone notée 9, le ﬂux exogène est limité par la cinétique de transfert d'électrons
(D∞
ρ0
<< CQ). Les ﬂux endogènes et exogènes ne sont négligeables ni l'un ni l'autre mais
cette zone peut être divisée en 2 : le ﬂux exogène est prépondérant dans la zone 9.2 au
contraire de la zone 9.1. La proportion de sites ouverts est donc une fonction rationnelle
décroissante de la concentration en quinone (conditions uniquement possibles en zone
Inverse), et l'expression de la proportion de sites ouverts devient égale à :
φ9 = φ0
(1 + α)β
α
=
φ0D∞
ρ0
+D∞CQ
CQ
(2.35)
2.3.2 Application du mécanisme : étude en fonction de la concen-
tration et de l'intensité lumineuse
Aﬁn de tester le mécanisme ainsi déﬁni sur un exemple pratique, une étude en fonction
de l'intensité lumineuse incidente et de la concentration en quinone a été eﬀectuée. Le
modèle a d'abord été testé sur une suspension de mutants sans b6f de Chlamydomonas
reinhardtii nommées f1 2 (caractéristiques similaires aux PetA), donc dans des conditions
similaires aux précédentes.
2.3.2.1 Cas du mutant sans b6f
Les mêmes phénomènes de partition que ceux commentés précédemment ont été éga-
lement observés. La concentration en quinone utilisée ici correspond donc directement à
la concentration en quinone accessible au quenching, car corrigée des phénomènes de par-
tition. De plus, les paramètres obtenus quant à la dérivation électronique sont également
cohérents avec les précédents. Ceci montre que les mutants f1 et ∆PetA, deux modèles
2. Ces cellules ont été utilisées à la place des PetA suite à une évolution de ces dernières survenue
entre temps.
81
6Fmax−Fstat
Fmax−F0
(QQ−A) = (Q
−QA) = 0
(QA)
Φ0 =
kendo
kendo + F (I)
r2 = 0, 995 .m−2.s−1
E.m−2.s−1 φ0
ACQ
E.m−2.s−1
φQ
A
φ =
φ0
D∞
ρ0
+D∞CQ
D∞
ρ0
+ CQ
φ0 D∞
ouverts pour une concentration inﬁnie en quinones et ρ0 la pente initiale de la dérivation
électronique.
Ces paramètres ont donc pu être obtenus lors des modélisations, et leur évolution en
fonction de l'intensité lumineuse a pu être étudiée.
Intensité lumineuse D∞ ρ010−4(L.mol−1) φ0 r2
1500 0, 38± 0, 01 1, 9± 0, 3 (3, 34± 2)10−3 0, 9985
800 0, 58± 0, 01 2, 7± 0, 1 (1, 0± 0, 1)10−2 0, 99991
340 0, 71± 0, 01 9, 0± 0, 5 (2, 2± 0, 3)10−2 0, 99974
135 0, 77± 0, 008 54± 1 (6, 6± 0, 2)10−2 0, 99998
56 0, 89± 0, 19 47± 9 0, 18± 0, 03 0, 9999
Table 2.2: Tableau récapitulatif des diﬀérents paramètres déterminant la proportion de sites
ouverts sur les cellules f1.
2.3.2.1.3 Inﬂuence du ﬂux de photons incident sur la valeur de D∞
On pourrait s'attendre à ce que, en présence de quinone, la proportion de sites ouverts
soit égale à la somme des proportions de QA et de Q−QA. Cela conduirait à l'équation :
φ =
kendo (k−Qk−e + k−QkdQ + kdQke) +QkQke (kdQ + F (I))
(kendo + F (I)) (k−Q (k−e + kdQ) + kdQke) +QkQ (F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ)
(2.38)
D'où l'on déduit l'expression de D∞ :
D∞ =
ke (kdQ + F (I))
(F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ)
(2.39)
L'inverse de ce paramètre a donc été tracé en fonction du ﬂux de photons incident (ﬁ-
gure 2.19), le point à forte intensité lumineuse est à présent mesuré avec une incertitude
acceptable, car la proportion de sites ouverts pour une forte concentration en quinones
est suﬃsamment grande. L'évolution est linéaire, ce qui semble indiquer soit que Q−QA
ne peut subir de nouvelle irradiation, et appartient donc de fait aux sites fermés, soit que
sous ces conditions d'irradiation sa proportion à l'état stationnaire est négligeable, et qu'il
n'est donc pas détecté. Dans ce dernier cas, une saturation de l'allure de la courbe devrait
être obtenue à des ﬂux de photons supérieurs à ceux présentés ici.
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Figure 2.19: Evolution de l'inverse de D∞ en fonction du ﬂux de photons incident en
µE.m−2.s−1, modèle linéaire à paramètre ajusté numériquement (1+0,00106I, r2=0,996).
L'expression de D∞ devient donc :
D∞ =
kekdQ
F (I) (kE + k−e + kdQ) + kEkdQ
(2.40)
Une corrélation peut dès lors être obtenue entre l'inverse de D∞ et l'inverse de φ0. En
eﬀet de l'équation (2.41) il vient :
1
D∞
=
(
kendo
φ0
− kendo
)
kE + k−e + kdQ
kEkdQ
+ 1 (2.41)
1
D∞
− 1 =
(
1
φ0
− 1
)
kendo
kE + k−e + kdQ
kEkdQ
=
(
1
φ0
− 1
)
p1
p2
(2.42)
Avec p1 et p2 les pentes respectivement des courbes de 1/D∞ et de 1/φ0 en fonction de
l'intensité lumineuse. La courbe ainsi obtenue est superposée aux données expérimentales
(ﬁgure 2.20). Le résultat semble globalement cohérent avec la théorie mise en place. La
tendance est conﬁrmée, même si des incertitudes fortes subsistent sur les valeurs. Un plus
grand nombre de valeurs d'intensité serait toutefois souhaitable pour conﬁrmer déﬁniti-
vement la loi de variation, même si des contraintes expérimentales (nombre d'intensités
lumineuses sélectionnables sur l'équipement dans cette gamme d'intensité) nous limitent
à ce sujet. Par ailleurs, la valeur pour un ﬂux de 1500 E.m−2.s−1 n'a pas été utilisée due
à la trop forte incertitude sur φ0.
2.3.2.1.4 Inﬂuence du ﬂux de photons incident sur ρ0
Ce paramètre se déduit des équations (2.18) et (2.37) :
ρ0 =
kQkekdQ
(kendo + F (I)) (k−Q (k−e + kdQ) + kdQke)
(2.43)
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ρ0 φ0
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Q−A
Il est intéressant de noter que ces zones peuvent avoir des applications diﬀérentes.
Ainsi la zone 6 permet l'extraction d'électrons photosynthétiques sans diminuer le ﬂux
endogène. Dans un but de limitation de la photoinhibition, la frontière entre les zones 3
et 7 permet, à intensité lumineuse ﬁxée, une proportion de sites ouverts maximale pour
une concentration en quinones minimale.
2.3.2.1.7 Conclusion
En conclusion, nous avons analysé les résultats expérimentaux à la lumière d'un méca-
nisme simpliﬁé, inspiré de la littérature. Les courbes DQ = f(CQ) ont été modélisées selon
l'équation 2.37. Ceci a permis la mesure des diﬀérents paramètres que sont φ0, D∞ et ρ0.
Nous avons pu montrer que la relation entre ces diﬀérents paramètres était cohérente avec
le modèle donné.
La connaissance de la variation de ces diﬀérents paramètres avec l'intensité lumineuse
a permis une extension des résultats, connaissant dès lors la proportion de sites ouverts
pour toute concentration et toute intensité, sur la gamme sondée. Cela a permis le tracé
d'un graphique tri-dimensionnel, donnant la proportion de sites ouverts en fonction de
ces deux paramètres.
Par suite, ces résultats ont également permis le tracé d'un diagramme de zones, per-
mettant de savoir, connaissant la concentration en quinone et l'intensité lumineuse, quel
ﬂux dominera la proportion de sites ouverts, ainsi que la nature du phénomène limitant
la dérivation électronique. Au bilan, même au sein de la zone Normale, toutes les zones
ne peuvent pas forcément être atteintes selon les caractéristiques physico-chimiques du
système considéré. Après avoir vu le diagramme de zones du mutant sans b6f , il est donc
intéressant de considérer le sauvage, c'est à dire le système photosynthétique complet.
2.3.2.2 Cas du Sauvage
En premier lieu, il convient de mentionner que sur ce type de souche, le ﬂux endogène
est bien plus grand que pour les mutants mis en jeu précédemment. De fait, l'ajout de
quinones provoquera intrinsèquement moins de variation de la proportion de sites ouverts
que sur un mutant tel que le f1. Il est donc plus délicat d'obtenir une mesure précise des
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diﬀérents paramètres ce qui perturbe l'allure des courbes. Dans ce contexte, seuls 3 ﬂux
lumineux incidents ont pu être étudiés, car l'irradiation se doit alors d'être suﬃsamment
forte pour observer une variation de la proportion de sites ouverts signiﬁcative.
De plus, il est à noter que l'allure de la courbe d'induction de ﬂuorescence en absence
de quinone (ﬁgure 2.26) diﬀère de celle du mutant sans b6f . En eﬀet, en absence de
quinones, la ﬂuorescence augmente de sa valeur initiale (F0) à une valeur supérieure à
la ﬂuorescence stationnaire, due à la réduction de l'accepteur du PSII (ceci supprime
de fait une voie de désexcitation concurrentielle donc augmente la ﬂuorescence, comme
expliqué précédemment). Ensuite la ﬂuorescence diminue (suite à la mise en route de
la chaîne photosynthétique) jusqu'à se stabiliser à une valeur stationnaire. En présence
de quinones, la dérivation électronique inhibe la hausse de ﬂuorescence en amont de la
ﬂuorescence stationnaire.
Figure 2.26: Allure de la ﬂuorescence en fonction du temps lors de l'irradiation d'un sauvage
de Chlamydomonas reinhardtii avec un ﬂux de photons incidents de 800 µE.m−2.s−1 en absence
de quinones (courbe noire) et en présence de 2,6-DCBQ (courbe rouge)
En conséquence, dans le cadre du traitement de données réalisé, les résultats sont à
analyser plus qualitativement, en raison du faible nombre de ﬂux lumineux sondés.
2.3.2.2.1 Etude de l'inﬂuence de l'intensité lumineuse sur la proportion de
sites ouverts en absence de quinones
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2.4 Etude de l'évolution temporelle du système
2.4.1 Démonstration
L'expression de la variation de la concentration en quinone en fonction du temps
s'exprime selon :
dCQ
dt
= −vmax
V
D∞ρ0CQ
D∞ + ρ0CQ
(2.47)
Avec CQ la concentration en forme quinone, t le temps, vmax la vitesse photochimique
maximale (divisée par 2 pour prendre en compte le fait que deux électrons sont nécessaires
pour réduire une benzoquinone), V le volume de l'échantillon, D∞ et ρ0 les constantes
caractéristiques de la capacité du médiateur à dériver les électrons précédemment décrites.
En introduisant o la proportion de quinone sous la forme oxydée et C la concentration
totale en quinone, il advient :
C
do
dt
= −vmax
V
D∞ρ0oC
D∞ + ρ0oC
(2.48)
En simpliﬁant par C, en multipliant par C0 une concentration de référence constante
arbitraire, l'équation se réarrange selon :
V C0
vmax
do
dt
= − D∞ρ0oC0
D∞ + ρ0C0oC/C0
(2.49)
Il est alors possible de simpliﬁer l'écriture en introduisant des paramètres adimensionnels τ
représentant le temps normalisé par la durée nécessaire à la réduction d'une concentration
C0 de benzoquinone dans un volume V et à une vitesse vmax, σ et ζ respectivement égaux
à ρ0C0 et
ρ0C0
D∞ et f la concentration en benzoquinone normalisée par C0 :
do
dτ
= − σo
1 + ζof
(2.50)
Ce qui peut s'écrire ainsi :
1 + ζof
σo
do = −dτ (2.51)
Ce qui, par intégration de o entre 1 et o et de τ entre 0 et τ , conduit à :
ln(o) + ζfo = ζf − στ (2.52)
A partir de cette équation, la variable o peut s'exprimer selon :
o =
ProductLog[ζeζf−στf ]
ζf
(2.53)
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1.10−6
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27.5362ProductLog[0.0363158e0.0363158f−0.0170848τf ]
f
t1/2
of
1
β
vmax nmole.s
−1
V C0
vmax
τ
D∞
E1/2
E.m−2.s−1
obtenues lors des études du chapitre 3 (tableau 2.4).
Médiateur K' D∞ ρ0L.µmol−1 E1/2(mV/ECS)
2,6-DCBQ (1, 84± 0, 08)104 0, 58± 0, 06 (4, 1± 1, 4)10−2 +42
2,5-DCBQ (2, 28± 0, 40)104 0, 60± 0, 08 (5, 9± 0, 5)10−2 +55
2,6-DMBQ (0, 37± 0, 04)104 nd (9, 5± 1, 2)10−4 -60
2,5-DMBQ (0, 45± 0, 06)104 nd (7, 4± 1, 4)10−4 8
PPBQ (2, 37± 0, 19)104 0, 48± 0, 01 (1, 7± 0, 1)10−2 4
BQ (0, 1± 0, 01)104 nd (8, 1± 1, 6)10−4 -130
NBQ (4, 93± 0, 52)104 0, 10± 0, 03 (4, 0± 1, 4)10−3 -330
Table 2.4: Tableau récapitulatif des diﬀérentes constantes de quenching, partition dérivation
électronique et potentiels de demi-vague à 340 µE.m−2.s−1.
Une tendance semble apparaître à travers les valeurs de ce tableau. En eﬀet, la valeur de
D∞ rend compte, à un ﬂux lumineux incident donné, de la vitesse du transfert d'électron
entre Q−A et une quinone exogène localisée dans la poche QB. Or il apparaît que ces valeurs
augmentent avec le E1/2. Cette évolution semblerait donc cohérente avec la région normale
de la théorie de Marcus, comme le montre la ﬁgure 2.37 4.
La tendance semblerait donc montrer un contrôle par la cinétique du transfert d'élec-
trons, car la cinétique par laquelle la quinone exogène quitte la poche QB n'est pas fonc-
tion du potentiel standard et donc n'est pas susceptible d'expliquer la corrélation. Il est
néanmoins délicat de pousser plus avant l'analyse d'un point de vue plus quantitatif. En
eﬀet, la variation de D∞ avec le potentiel standard des quinones met en jeu diﬀérents
paramètres (cinétique par laquelle la quinone exogène quitte la poche QB, énergie de ré-
organisation...) qui sont inconnus. L'addition des inconnues et le faible nombre de points
rend donc diﬃcile toute analyse quantitative.
Il est également possible de réinterpréter les résultats observés expérimentalement à la
lumière des diagrammes de zones élaborés. Les deux DCBQ et la PPBQ présentent en eﬀet
4. Une loi linéaire est utilisée pour décrire la loi de Marcus (domaine dans lequel la constante de
vitesse de la réaction augmente avec sa force motrice), cohérente avec un fonctionnement dans la région
normale pour une valeur de ∆Gλ négligeable devant 2. En eﬀet, la seule tendance qui pourrait être visible
sur le graphique n'est pas cohérente avec le modèle de Marcus, et insuﬃsante pour invalider le modèle.
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Figure 2.37: Evolution de −ln((1/D∞)− 1) en fonction de la diﬀérence de potentiel de demi-
vague entre la quinone exogène et l'accepteur d'électron QA, modélisation par une loi linéaire
(r2 = 0, 9993).
des comportements similaires. Néanmoins, le fait qu'aucune saturation ne soit observée
dans le cas des DMBQ et de la BQ signiﬁe que, sur l'ensemble de la gamme étudiée,
α < β, et donc seules les zones 2, 6 et 4 ont pu être observées. Cela signiﬁe donc que
l'inﬂuence de la cinétique de transfert d'électrons reste négligeable dans ces conditions.
Cela peut s'expliquer par des diﬃcultés de la quinone pour accéder au site QB comme
en témoignent les faibles valeurs de ρ0. Ceci est également corrélé qualitativement aux
valeurs de constantes de quenching K', en eﬀet les quinones avec des faibles valeurs de ρ0
correspondent à des faibles valeurs K'. En eﬀet la constante de quenching K' est également
dépendante de la capacité de la quinone à accéder à la membrane thylacoïde. Là encore
il n'est cependant pas possible d'eﬀectuer une comparaison plus quantitative. En eﬀet,
les valeurs de ρ0 dépendent également d'autres paramètres dont la cinétique de transfert
d'électrons, susceptible de varier d'une quinone à une autre. De plus, K' dépend aussi
de la constante de quenching réelle K (à appliquer à la concentration dans la membrane
thylacoïde) qui est inconnue. Enﬁn, le quenching ne se produit pas depuis la poche QB,
la cinétique d'accessibilité est donc potentiellement diﬀérente.
Il est à noter que les diﬀérentes zones du diagramme ouvrent des applications diﬀé-
rentes. Ainsi, par exemple, une application énergétique sur le long terme (extraction de
photocourant sans trop diminuer le ﬂux d'électrons arrivant au niveau du PSI) pourrait
être intéressante sur la base des zones 2, 4 et 6. En eﬀet, l'absence de limitation par le
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transfert d'électron se traduit par le fait que le ﬂux exogène se traduit uniquement par
une hausse de la proportion de sites ouverts, et non par une baisse du ﬂux endogène. En
revanche, la proportion de sites ouverts est plus faible que celle observée en zone 3, par
exemple. Cette dernière serait donc plus intéressante dans un objectif de prévention de la
photoinhibition. Le diagramme de zones est donc un outil qui peut aider à déterminer les
conditions optimales à utiliser, en fonction de l'objectif.
Il est à noter que cette étude, tant pour les diagrammes de zones que pour l'évolution
temporelle, ne prend pas en compte la photoinhibition. Ce phénomène serait à prendre
en compte dans le cas d'applications sur le long terme, qu'elles soient énergétiques ou
biologiques.
2.6 Conclusion
Au terme de cette partie, des mesures de ﬂuorescence ont permis d'évaluer la capacité
de diﬀérentes quinones exogènes à dériver les électrons photosynthétiques à l'échelle d'une
population d'algues unicellulaires. Il en ressort notamment une "perte" d'une partie de
ces quinones pour la dérivation, attribuée à un phénomène de partition des quinones.
L'évolution de cette capacité à dériver les électrons photosynthétiques en fonction de la
concentration en quinones et de l'intensité lumineuse a pu être rationalisée sur sauvage et
sur mutant ∆b6f . Le mécanisme étant en plusieurs étapes, les conditions expérimentales
pour lesquelles une ou plusieurs étapes clés sont limitantes ont été établies. Ceci pourrait
permettre d'optimiser les conditions expérimentales en fonction de l'objectif souhaité.
Enﬁn, la gamme de temps au bout de laquelle la réduction des quinones devient
signiﬁcative a été estimée en fonction des diﬀérentes conditions expérimentales. Dans le
cadre de ce travail, il s'agit désormais de s'intéresser à la régénération de la forme oxydée
de la quinone par voie électrochimique, ce qui pourrait permettre de travailler sur une
gamme de temps plus longue.
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littérature électrochimique, que ce soit au travers de biocapteurs, (tels que des biocapteurs
à acides nucléiques [114122]) ou encore via la réalisation de transferts d'électrons médiés
[123125].
Néanmoins, dans ces études, les quinones sont utilisées comme de simples outils. Le
comportement électrochimique des quinones n'y est pas nécessairement étudié en détail,
en particulier en ce qui concerne les milieux aqueux. Aﬁn de comprendre la complexité
de ce comportement électrochimique, il est nécessaire d'expliciter la nature du couple
mis en jeu. A titre d'exemple, il a été observé que la cinétique de transfert d'électron
de la benzoquinone dépend de la nature de la surface de l'électrode [126], ce qui semble
indiquer, dans ce cas, un transfert d'électron se produisant selon un mécanisme en sphère
interne.
Nous nous focaliserons ici uniquement sur le cas des milieux aqueux. Globalement, la
demi-équation électronique, en milieu protique, s'écrit :
Q + 2 H+ + 2 e− −−⇀↽− QH2 (3.1)
Il s'agit donc d'un transfert de deux électrons et de deux protons. Ceci implique que
le comportement dépende fortement du pH et soit d'une certaine complexité (transferts
de deux électrons en plus de deux étapes chimiques). Cela a été bien étudié par Laviron
dans les années 80.
3.1.2 Transferts d'électrons et de protons : modèle de Laviron
Comme il a été dit précédemment, la réaction nécessite le passage de deux électrons
et de deux protons. L'ordre dans lequel ces deux électrons et protons sont transférés
dépend des conditions de pH et de la cinétique du transfert d'électron entre la quinone et
l'électrode. Un outil de description de ce mécanisme a été développé par Laviron dans les
années 80 et est appelé schéma carré [127134].
3.1.2.1 Schéma carré à 4 espèces
Le plus simple des couples mettant en jeu des transferts d'électrons et de protons est
constitué du transfert d'un électron et d'un proton. C'est le premier système décrit par
Laviron, permettant l'invention du schéma carré à 4 [132].
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La combinaison de cette formule avec le diagramme de stabilité permet d'extraire le
diagramme de prédominance des diﬀérentes séquences réactionnelles (ﬁgure 3.4).
Figure 3.4: Diagramme de prédominance des diﬀérentes séquences en fonction du pH, dans le
cas où les constantes de vitesses de transfert d'électron sont égales [134].
3.1.2.2 Schéma en échelle à 6 espèces
Ce type de schéma, dit en échelle (ﬁgure 3.5), permet entre autres d'introduire les
diﬀérentes constantes thermodynamiques (acido-basiques et d'oxydo-réduction) et ciné-
tiques. Le cas général des schémas en échelle à 6 est représenté (ﬁgure 3.5a), ainsi que son
application au cas du transfert d'un électron et d'un proton (ﬁgure 3.5b).
D'une manière similaire au cas précédent, on s'attend à ce que les conditions expéri-
mentales jouent sur la prédominance de l'une ou l'autre de ces espèces. Des diagrammes
de Pourbaix théoriques ont pu être tracés. Par ailleurs, la nature de l'espèce dominante
dépend logiquement du potentiel et du pH. Les frontières présentes dépendent quant à
elles des valeurs relatives des pKa par rapport aux potentiels standards. Au sein de la
ﬁgure 3.6, le potentiel est tracé en prenant la diﬀérence par rapport au potentiel stan-
dard du couple O/P (ﬁgure 3.5a) ou du couple AH+/AH ·(ﬁgure 3.5b). Néanmoins, il est
à noter qu'un potentiel standard du couple global aurait pu être exprimé. (En eﬀet la
variation d'enthalpie libre au cours de la réaction peut être décomposée selon la loi de
Hess, ce qui permet l'obtention d'un potentiel standard.)
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pKa2 < pKa3
pKa3 < pKa2
AH+·2
(ECC)M−> N−> P−> R
(CEC)M−> O−> P−> R (3.4)
(CCE)M−> O−> Q−> R (3.5)
La discrimination entre les diﬀérentes voies réactionnelles dépend du pH par rapport
aux valeurs de pKa et du potentiel, mais également des cinétiques des diﬀérents transferts
d'électrons, donc de la nature de la surface de l'électrode. Selon le pH, les formes M et R
peuvent ne pas être les seules présentes en solution. Cela peut provoquer une multiplication
des séquences réactionnelles envisageables. Néanmoins, les proportions de courants qui
passent par les diﬀérents couples rédox mentionnés au préalable peuvent être calculées :
i1
i
=
x
1 + x+ y
(3.6)
i2
i
=
1
1 + x+ y
(3.7)
i3
i
=
y
1 + x+ y
(3.8)
Avec :
x =
ke1
ke2
cH+√
Ka1Ka2
(3.9)
y =
ke3
ke2
cH+√
Ka3Ka4
(3.10)
En utilisant ces relations et en utilisant la loi d'action de masse pour calculer les pro-
portions de chaque espèce acido-basique présente, une étude des diﬀérents mécanismes
possibles a pu être réalisée. Un diagramme récapitulant la prédominance des diﬀérentes
séquences réactionnelles est tracé en fonction du pH (ﬁgure 3.7), pour un exemple pris
tel que pKa1 < pKa2 < pKa3 < pKa4 et en considérant que les cinétiques de transfert
d'électron sont égales. Cependant, le cas des couples quinones/hydroquinones en milieux
aqueux gagne encore en complexité en comparaison des schémas à 4 et 6 espèces. En eﬀet,
le couple implique, comme dit précédemment, le transfert de deux électrons et de deux
protons, ce qui démultiplie encore les chemins possibles dans la suite réactionnelle.
3.1.2.3 Schéma carré à 9 espèces
Les quinones, correspondent à des systèmes constitués du transfert de deux électrons
et de deux protons. La prise en compte des diﬀérents transferts électroniques et échanges
de proton peut être concrètement décrite par un schéma carré à 9 espèces (ﬁgure 3.8).
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Figure 3.7: Diagrammes de prédominance des diﬀérentes séquences réactionnelles envisageables
en fonction du pH, le bilan majoritaire de la réaction étant précisé en haut du graphe pour chaque
tranche de pH, et la nature du transfert d'électron occasionné numéroté [130].
Figure 3.8: Représentation générale d'un schéma carré à 9 espèces à gauche, application au cas
du transfert de deux électrons et de deux protons [131].
De la même manière que précédemment, des diagrammes de prédominance des diﬀé-
rentes espèces ont pu être tracés en fonction du potentiel et du pH. Selon les valeurs des
diﬀérentes constantes thermodynamiques, certaines transformations peuvent être favori-
sées ou non. La ﬁgure 3.9 donne un exemple de diagramme dans des conditions telles que
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E2 − E5 > 2.3RT/F (pKa5 − pKa3).
Figure 3.9: Exemple de diagramme de prédominance dans le cadre d'un schéma carré à 9
espèces, cas dans lequel E2 − E5 = 1, 4V > 2.3RT/F (pKa5 − pKa3), les valeurs de pKa étant
représentées sur la ﬁgure [131].
Dans de telles conditions, aucun transfert bi-électronique direct n'est possible. Un
passage par la forme semi-quinone est obligatoire.
Le même diagramme, tracé avec E2−E5 < 2.3RT/F (pKa5−pKa3), toutes les autres
constantes étant identiques, est représenté en ﬁgure 3.10. De telles conditions ne per-
mettent pas la stabilisation de la forme semi-quinone neutre. Une transition directe de M
à V (soit de A à AH2), soit le passage de 2 électrons et de 2 protons, est alors possible.
Si d'autres valeurs des diﬀérentes constantes sont considérées (ﬁgure 3.11), d'autres
transitions peuvent apparaitre. Par exemple, des transitions directes de O à V (soit de
AH+ à AH2) (2 électrons et 1 proton), de M à V (soit de A à AH2)(2 électrons et deux
protons) et de M à T (soit de A à AH)(2 électrons et 1 proton, contrairement à ce qui
est indiqué sur la ﬁgure) sont envisageables selon la valeur du pH.
En corrélant ce diagramme de prédominance avec la cinétique de transfert d'électrons
comme dans le cas des schémas à 4 et à 6, la comparaison des diﬀérentes séquences
réactionnelles en fonction du pH peut être établie (ﬁgure 3.12).
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Figure 3.10: Diagramme potentiel pH d'un schéma à 9 avec des constantes identiques à celles
de la ﬁgure précédente, sauf E2 − E5 = 0, 8V < 2.3RT/F (pKa5 − pKa3) [131].
Figure 3.11: Autre exemple de diagramme de prédominance dans le cadre d'un schéma carré à
9 espèces, cas dans lequel E2 −E5 = 1, 4V > 2, 3RT/F (pKa5 − pKa3), les nouvelles valeurs de
pKa étant représentées sur la ﬁgure. [131]
3.1.2.4 Conclusion et remise en contexte
Il a été vu que le modèle de Laviron pouvait permettre de décrire le comportement élec-
trochimique des quinones par le biais du schéma carré à 9 espèces. Néanmoins, diﬀérentes
limitations demeurent quant à son usage répétitif sur plusieurs quinones données.
 La détermination d'un mécanisme par cette méthode nécessite la connaissance des
diﬀérentes valeurs de pKa, de potentiels standards et de constantes de vitesse de
transfert d'électrons. Or ces grandeurs ne sont pas toutes aisément mesurables, dû à
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Figure 3.12: Exemple de diagramme de prédominance de diﬀérentes séquences réactionnelles
en fonction du pH [131]
la complexité des mécanismes ainsi qu'à la diﬃculté d'isoler une forme semi-quinone.
C'est sans doute ce qui explique pourquoi l'étude à ce jour la plus complète a été
eﬀectuée sur la benzoquinone non substituée [127134].
 Les diﬀérents schémas présentés ne tiennent compte que des réactions de transfert
d'électrons interfaciales et des protonations en solution. Or des réactions bimolécu-
laires, que l'on pourra appeler réactions croisées (entre deux quinones), sont envi-
sageables en solution, que ce soit des réactions de transfert d'électrons, de protons,
ou d'atome d'hydrogène. Elles peuvent faire intervenir des formes benzoquinones,
hydroquinones ou semi-quinones.
 Le modèle de Laviron ne prend en compte que des mécanismes séquentiels de trans-
fert d'électron. Or des mécanismes concertés pourraient éventuellement être envisa-
geables, tels que décrits dans le groupe de Savéant [135].
La connaissance du comportement électrochimique des quinones en milieu aqueux
s'inscrit dans le contexte général de cette thèse. En eﬀet, il s'agit de régénérer par voie
électrochimique l'espèce oxydée Q à partir de la forme réduite QH2 issue de la dérivation
des électrons photosynthétiques. Ceci impose donc la connaissance du potentiel à appliquer
à l'électrode de travail pour oxyder QH2 en Q.
Dans ce contexte, les diﬀérentes quinones envisagées dans le chapitre précédent seront
étudiées par voltammétrie cyclique. Bien qu'une simple information (le potentiel à appli-
quer) nécessite d'être extraite de ces voltammétries dans le cadre du projet, les résultats
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obtenus seront commentés à la lumière du modèle de Laviron.
3.2 Etude expérimentale de l'oxydation de composés de
type hydroquinone
3.2.1 Etude sur une électrode de carbone nue
3.2.1.1 Cas du couple benzo/hydroquinone
Le comportement de l'hydroquinone (à 5 mM) a été étudié en fonction du pH, il
semble apparaître que, à cette concentration, les réactions croisées ne sont pas négligeables.
Toutefois, il aurait été possible de diminuer l'inﬂuence des réactions croisées au regard du
schéma carré en réduisant la concentration. En eﬀet, les réactions croisées sont d'ordre 2
par rapport à la concentration en quinone, alors que les réactions du schéma carré sont
d'ordre 1. Cela ne sera cependant pas davantage détaillé dans le corps du texte de ce
document.
3.2.1.1.1 Etude de l'hydroquinone
Un voltammogramme de l'hydroquinone est représenté en ﬁgure 3.13. Il apparait que
ce composé s'oxyde facilement dans des conditions expérimentales classiques. Par ailleurs
le courant est limité par la diﬀusion, comme en témoigne un courant de pic proportionnel
à la racine carrée de la vitesse de balayage (ﬁgure 3.14). Cela ne signiﬁe pas pour autant
qu'il n'y a pas d'adsorption de la quinone sur l'électrode, mais que, si tel est le cas, les
cinétiques d'adsorption/désorption sont élevées par rapport à celle de la diﬀusion. En
eﬀet, la cinétique du transfert d'électron de ce composé étant connue pour dépendre de
la surface de l'électrode, un mécanisme en sphère interne est attendu.
Comme mentionné précédemment, il s'agit d'étudier le comportement électrochimique
des formes QH2 issues de formes Q utilisées dans le chapitre 2 pour dériver les électrons
photosynthétiques. Cependant en pratique, toutes les formes hydroquinones que l'on sou-
haite étudier ne sont pas disponibles commercialement. C'est pourquoi, aﬁn de réaliser
une étude homogène, des solutions de forme benzoquinone seront systématiquement uti-
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Figure 3.13: Voltammograme de l'hydroquinone à 5 mM dans du PBS pH 7,4, électrode de
carbone vitreux de rayon 3 mm, vitesse de balayage 50 mV/s.
Figure 3.14: Courant de pic en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage, électrode
de carbone vitreux de rayon 3 mm, hydroquinone 5 mM.
lisées. Le cas de la quinone sans substituant (dont les formes oxydées et réduites sont
disponibles commercialement) a été utilisé à titre d'exemple pour observer l'inﬂuence de
l'espèce dominante au c÷ur de la solution.
3.2.1.1.2 Diﬀérence de comportement entre la benzoquinone et l'hydroqui-
none
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Les voltammogrammes de l'hydroquinone et de la benzoquinone ont pu être comparés
dans les mêmes conditions que précédemment (ﬁgure 3.15).
Figure 3.15: Voltammogrammes de l'hydroquinone et de la benzoquinone à une concentration
de 5 mM, électrode de carbone vitreux de 3 mm vitesse de balayage de 50 mV/s, PBS pH 7,4.
Une diﬀérence notable de comportement apparaît lorsque les voltammogrammes sont
enregistrés à partir d'une solution de benzoquinone, le premier balayage étant dans le
sens cathodique, ou à partir d'une solution d'hydroquinone, le premier balayage étant
dans le sens anodique. Cela ne peut pas s'expliquer sur la base des modèles de Laviron
déjà présentés. En eﬀet, les solutions étant tamponnées, le pH de la solution est ﬁxé,
le déplacement des équilibres acido-basiques doit donc être indépendant de la nature de
l'espèce dominante en solution ainsi que du sens de balayage 1. Les potentiels standards,
et les diﬀérentes constantes de vitesse du mécanisme à l'÷uvre (constante de vitesse de
transfert d'électron, éventuelles constantes de vitesses d'adsorption/désorption) sont éga-
lement, a priori indépendants du sens de balayage.
En revanche, il est à noter que les réactions successives de type ECEC, par exemple,
telles que prises en compte par Laviron dans son schéma carré sont concurrentielles avec
d'autres types de réaction, des réactions croisées telles que les DISP (réactions de deux
semi quinones pour former une benzoquinone et une hydroquinone). Le schéma carré à 9
1. Une inﬂuence d'une variation de pH due à un pouvoir tampon insuﬃsant ne peut toutefois pas être
totalement exclue sur la base de ces données
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2AH+ −−⇀↽− A+ AH22+
2A−• −−⇀↽− A+ AH2−
2AH• −−⇀↽− A+ AH2
Figure 3.17: Voltammogrammes de l'hydroquinone (rouge) et de la benzoquinone (noir) à une
concentration de 0,5 mM, électrode de carbone vitreux de 1 mm, PBS pH 7, vitesse de balayage
de 50 mV/s.
Si les comportements ne sont pas strictement identiques, ils tendent toutefois à de-
venir similaires. Des épaulements subsistent, d'une manière diﬀérente selon la nature du
composé. Il est possible qu'ils soient dus à un reste de réactions croisés. En eﬀet, une
baisse de la concentration d'un facteur 10 diminue leur importance relative par rapport
au schéma carré d'un facteur 10 également. Il n'est donc pas surprenant que ces méca-
nismes subsistent sous forme d'épaulements.
Comme mentionné précédemment, les formes hydroquinones ne sont pas commercia-
lement accessibles pour tous les médiateurs. Ceci impose de travailler sur des solutions de
forme benzoquinone et donc de réaliser l'étude de leurs caractéristiques électrochimiques
en utilisant le balayage retour. Par ailleurs cette méthode de travail présente l'avantage
d'être également plus proche des conditions utilisées en bioélectrochimie, (dans lesquelles
des solutions de benzoquinone seront utilisées).
3.2.1.2 Cas des autres médiateurs
Le comportement des autres médiateurs a également été étudié par voltammétrie cy-
clique. Au delà du constat précédent sur les concentrations, à cause de leur solubilité
limitée, les dichlorobenzoquinones ont été étudiées à une concentration de 500 µM (ﬁgure
3.18). Ceci explique le ratio relativement faible de courant faradique/capacitif.
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3.2.2 Inﬂuence d'un prétraitement surfacique de l'électrode
3.2.2.1 L'état de l'art
Il a été montré dans la littérature [136] qu'un prétraitement anodique de la surface
d'électrode de carbone vitreux pouvait accélérer le transfert d'électron. Cela a été montré
par voltammétrie cyclique (baisse de l'écart entre les pics d'oxydation et de réduction) les
résultats étant représentés sur la ﬁgure 3.21.
Figure 3.21: Voltammogramme de l'hydroquinone 0,5 mM en milieu PBS sur une électrode de
carbone vitreux (3 mm de diamètre) nue (iii) et pré-traitée (iv), blanc (PBS) sur électrode nue
(i) et prétraitée (ii) [136]
Le prétraitement consiste à polariser l'électrode à un potentiel de 1,7 V/Ag/AgCl,
pendant une durée de 400 s dans du PBS. Le fait que ce transfert d'électron puisse être
accéléré par un traitement de surface est cohérent avec un mécanisme en sphère interne,
dont les quinones sont réputées faire usage. Cet eﬀet catalytique est attribué par les au-
teurs à la formations de groupements C−O et C−OH. Les oxygènes ainsi présents sur la
surface peuvent former des liaisons hydrogènes avec les groupements OH des hydroqui-
nones, ce qui aﬀaiblit la liaison entre l'oxygène et l'hydrogène.
Toutefois, les auteurs ne commentent pas l'accélération de la réduction de la benzo-
quinone, également observée sur le même voltammogramme. Néanmoins, une explication
similaire pourrait être avancée, impliquant uniquement les groupements hydroxy. En eﬀet
ceux ci pourraient engager une liaison hydrogène avec les groupements C−O des quinones,
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facilitant le transfert de proton lié au transfert d'électron. Par ailleurs, cela pourrait se
traduire également par un transfert d'atome d'hydrogène.
Dans le cas de l'oxydation comme dans celui de la réduction, la formation d'une liaison
hydrogène peut également favoriser un positionnement de la quinone par rapport à un
autre, ce qui est susceptible de modiﬁer la cinétique de transfert d'électrons, via une
modiﬁcation du couplage électronique entre le centre électroactif et l'électrode.
En conclusion, le mécanisme par lequel le prétraitement anodique de l'électrode aﬀecte
la cinétique du processus global de transfert d'électrons demeure non déterminé avec
ﬁabilité. En eﬀet, même si l'hypothèse avancée par les auteurs reste pertinente, elle n'est
prouvée par aucune donnée ni expérimentale ni théorique. Des indications quant à la
réalité du mécanisme catalytique pourraient être obtenues en observant la variation de la
cinétique de transfert d'électron lorsque les conditions de prétraitement sont modiﬁées.
En eﬀet, un changement du temps de traitement pourrait permettre de faire varier le taux
de recouvrement de l'électrode par les groupements oxydés. De plus, une modiﬁcation du
potentiel pourrait permettre de modiﬁer le ratio C−O/C−OH. Cela pourrait donner des
éléments pour une discrimination entre eﬀets électroniques et eﬀets stériques.
Malgré ces limites mécanistiques, l'accélération du transfert d'électrons est clairement
mise en évidence et sera étudiée par la suite dans cette étude dans le cas des quinones
utilisées.
3.2.2.2 Résultats expérimentaux
Nous avons pu vériﬁer expérimentalement les résultats présentés dans la publication
précédente (ﬁgure 3.23), à savoir que le transfert d'électron de l'hydroquinone était ac-
céléré si l'électrode avait subi un prétraitement oxydant. Pour cela, la polarisation a été
eﬀectuée dans une solution séparée de PBS (ﬁgure 3.22).
Quant au comportement des autres médiateurs électrochimiques, deux types de com-
portements ont été observés : le cas des quinones sans substituants chlorés et celui avec
substituants chlorés.
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Figure 3.22: Courant en fonction du temps sur une électrode de 3 mm de rayon, potentiel de
1,7V/ECS pendant 400 s, procédure détaillée par Ahammad et al [136].
Figure 3.23: Voltammogrammes à 100 mV/s de l'hydroquinone (5 mM) sur une électrode de
carbone vitreux de 3 mm de rayon nue (en rouge) et polarisée (en noire) selon la méthode décrite
par Ahammad et al [136].
3.2.2.2.1 Cas des quinones sans substituants chlorés
Dans le cas de ces médiateurs (ﬁgure 3.24 et 3.25), une nette accélération du transfert
de charge est observée. Une hausse du courant capacitif est également observée, les blancs
ayant permis d'observer une réduction de la fenêtre d'électroactivité du milieu. Ceci est
logique si l'on considère que l'accélération du transfert d'électron des quinones se fait via
des liaisons hydrogène, car l'eau en est également donneur et accepteur.
Ceci permet, dès lors, de mieux comprendre l'allure du chronoampérogramme de pola-
risation. En eﬀet, la polarisation de l'électrode augmente à la fois la capacité de l'électrode
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Le calcul d'un coeﬃcient de diﬀusion s'eﬀectue d'une manière simple, lorsque toutes les
autres données sont connues, le nombre d'électrons échangés en premier lieu, ce qui n'est
pas le cas du système étudié ici. Quant à la surface de l'électrode, si sa surface géométrique
est aisément estimable, ce n'est pas le cas de sa surface active qui dépend du facteur de
porosité de l'électrode, donc de la rugosité de la surface qui peut dépendre de plusieurs
paramètres, le polissage en premier lieu.
L'idée de cette méthode est donc de chercher à éliminer ces paramètres indésirables
en eﬀectuant des mesures complémentaires. Ainsi, la surface d'électrode sera éliminée de
l'équation en utilisant un étalon, une molécule dont le nombre d'électrons est connu. Le
même type d'expérience (voltammétrie stationnaire ou transitoire, chronoampérométrie)
sera réalisé avec ces deux molécules dans des conditions identiques. Cet étalon peut être
utilisé comme un étalon interne ou un étalon externe, l'étalon interne présentant l'avantage
de travailler dans des conditions de polissage identique, mais nécessite de ne pas avoir de
recouvrement des ﬁgures de voltammétrie ni d'interaction entre l'analyte et l'étalon.
Le coeﬃcient de diﬀusion sera éliminé en étudiant la même molécule mais avec une
deuxième technique électrochimique, dans laquelle l'expression du courant fait intervenir
le coeﬃcient de diﬀusion à un autre exposant. Ainsi peuvent être utilisées les techniques
transitoires (chronoampérométrie, voltammétrie sur électrode ﬁxe) ou stationnaires (vol-
tammétrie sur électrode à disque tournant ou sur UME).
Les diﬀérentes techniques sont caractérisées par des temps caractéristiques, notés
TC(tableau 3.1), qui correspondent grossièrement au temps nécessaire à une molécule
pour traverser la couche de diﬀusion 2. Le nombre d'électrons étant potentiellement dé-
pendant de ce temps, il est nécessaire de travailler avec des temps caractéristiques de
même ordre de grandeur.
Il apparait qu'il est possible de combiner ces courants aﬁn de simpliﬁer le coeﬃcient de
diﬀusion. Ainsi, si le courant de chronoampérométrie et le courant limite de voltammétrie
2. Dans le cas des voltammétries stationnaires (sur électrode à disque tournant ou sur UME), l'emploi
du temps caractéristique est donc double. En eﬀet, en plus de vériﬁer que les données ont été calculées
sur la même gamme de temps d'une méthode à l'autre, l'échantillonnage doit être suﬃsamment lent au
regard du temps caractéristique pour être dans des conditions stationnaires, ce qui constitue un prérequis
à l'emploi des formules données.
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Méthode Courant Tc
Chronoampérométrie ichrono =
nTCFACD
1/2
√
pit
t
Voltammétrie hydrodynamique il,dt = 0, 62nTCFAD
2/3Cw1/2ν−1/6 1,61ν
1/3
wD1/3
Voltammétrie sur UME disque il,ume = 4nFDCr0
1,61ν1/3
wD1/3
Table 3.1: Tableau récapitulant les expressions des courants et courants limites obtenus respec-
tivement en chronoampérométrie et en voltammétrie stationnaire (hydrodynamique ou sur UME
disque) ainsi que l'expression des temps caractéristiques respectifs, avec nTC le nombre d'électron
échangé au temps TC , F la constante de Faraday, A l'aire de l'électrode, C la concentration en
solution, D le coeﬃcient de diﬀusion, t le temps, w la vitesse de rotation de l'électrode, ν la
viscosité cinématique de la solution, r0 le rayon de l'électrode.
stationnaire sont utilisés :
i4chrono
i3l,dt
=
(nTCFAC)
4(pit)−2
(0, 62w1/2ν−1/6)3)
(3.14)
La même équation peut être appliquée à l'étalon, avec ne le nombre d'électrons échangés
par l'étalon et Ce sa concentration :
i4et,chrono
i3et,l,dt
=
(neFACet)
4(pit)−2
(0, 62w1/2ν−1/6)3
(3.15)
D'où l'on peut déduire l'expression du nombre d'électrons échangés :
nTC = ne
Cet
C
i4chronoi
3
et,l,dt
i3l,dti
4
et,chrono
(3.16)
Cette même grandeur peut être calculée en utilisant la chronoampérométrie et le courant
limite mesuré sur une UME :
nTC = ne
Cet
C
i2chronoiet,l,dt
il,umei2et,chrono
(3.17)
Ou encore les voltammétries stationnaires sur électrode à disque tournant et sur UME :
nTC = ne
Cet
C
i3l,dti
2
et,l,ume
i2l,umei
3
et,l,dt
(3.18)
La combinaison de la chronoampérométrie et de la voltammétrie sur UME semble don-
ner les résultats les plus précis. En eﬀet, les exposants élevés dans les formules des autres
méthodes tendent à augmenter l'incertitude sur le résultat. Cependant, l'utilisation d'une
UME présente certains inconvénients. En eﬀet, elle suppose d'utiliser une autre électrode,
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−1/2, r2 = 0, 995
−1/2, r2 = 0, 996
ω0,5r2 = 0, 95 ω0,5r2 = 0, 992
± ±0, 2 ±0, 07 ±0, 4 ±0, 02 ±0, 03
Médiateur BQ 2,5-DCBQ 2,6-DCBQ PPBQ NBQ 2,5-DMBQ 2,6-DMBQ
E1/2(mV) -130 55 42 4 -330 8 -60
Ea,nue(mV) 195 82 84 129 -160 315 137
Ea,pol(mV) 95 95 85 65 -200 66 -61
Table 3.3: Tableau récapitulant les diﬀérentes valeurs de potentiel de demi-vague (E1/2), et de
pic sur électrode nue (Ea,nue) et polarisée (Ea,pol) pour les diﬀérentes quinones.
On remarquera que l'on peut extraire des valeurs de "potentiel de demi-vague" (moyenne
du potentiel du pic d'oxydation et de celui du pic de réduction), valeurs qui ont été uti-
lisées précédemment dans le cadre du chapitre 2. En conclusion de cette étude, il a été
observé que les quinones ont des comportements complexes en milieu aqueux, rendant
délicate toute analyse mécanistique précise. Ce sont des systèmes relativement lents pour
la plupart, mais pouvant être accélérés par d'éventuelles modiﬁcations de la surface de
l'électrode, dont dépend la vitesse des mécanismes en sphère interne. Des diﬀérences de
comportement marquées ont été observées pour certains médiateurs, bien que les systèmes
en question sont également biélectroniques. Quoi qu'il en soit, les quinones exogènes uti-
lisées dans ce travail s'oxydent à des valeurs de potentiels facilement accessibles dans des
conditions d'électrolyse. L'électrochimie ne sera donc pas un point crucial quant au choix
du futur médiateur.
Classiquement, le potentiel de travail utilisé en électrolyse est supérieur au potentiel
de pic de 200 mV. Dans le cadre de ce projet, l'électrode de travail de l'électrolyse sera
de nature diﬀérente de celle des voltamogrammes. C'est pourquoi, une plus grande marge
de manoeuvre devra être prise, pour éviter toute limitation par la cinétique de transfert
d'électrons.
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Chapitre 4
Etude d'une régénération
électrochimique des quinones
photoréduites par la chaine
photosynthétique
Dans les chapitres précédents, les quinones les plus adaptées à la dérivation des élec-
trons photosynthétiques sur algue ont été identiﬁées, de même que le potentiel à appliquer
sur électrode de carbone pour régénérer des quinones photoréduites. Au delà de l'utilisa-
tion d'un montage expérimental pour atteindre cet objectif et obtenir des photocourants,
il est souhaitable de poser le problème en amont en terme d'eﬃcacité de la régénération
électrochimique par rapport à celle de la réduction par la chaine photosynthétique.
4.1 Prédictions théoriques
Dans cette partie, l'évolution temporelle du système biologique sera négligée. Il s'agit
donc de prédictions permettant de décrire un cas dans lequel les phénomènes tels que la
photoinhibition ou une éventuelle toxicité de la quinone sont négligeables .
En premier lieu, il est à noter que l'on part de solutions contenant uniquement la forme
benzoquinone. La vitesse de la régénération électrochimique est donc initialement nulle
quand celle de la réduction des quinones est maximale. Lorsque la proportion de formes
benzoquinones diminue, la vitesse de la régénération électrochimique augmente et celle de
la dérivation électronique diminue. Il arrive alors un moment où ces vitesses seront égales,
conduisant à l'obtention d'une proportion de sites ouverts constante au cours du temps.
C'est cette proportion stationnaire que nous cherchons à analyser, dans un premier temps.
4.1.1 Etude de la proportion de sites ouverts stationnaires aux
temps longs
Une prise en compte de la régénération électrochimique peut être ajoutée à la variation
de la concentration en benzoquinone au cours du temps due à la photoréduction par les
algues (voir les paragraphes 2-3-1 et 2-3-2). Celle-ci peut alors s'écrire ainsi (équation 4.1)
et vaut 0 aux temps suﬃsamment longs.
d[Q]
dt t→∞
=
ADQH2 [QH2]
δcV
− vmax
V
ρ0[Q]
1 + ρ0
D∞ [Q]
= 0 (4.1)
Avec [Q] la concentration en forme benzoquinone, A la surface de l'électrode, DQH2
le coeﬃcient de diﬀusion de la forme hydroquinone, [QH2] la concentration en forme
hydroquinone, δc l'épaisseur de la couche de diﬀusion, V le volume de solution, vmax la
vitesse de réduction de la quinone lorsque tous les sites sont ouverts par le ﬂux exogène, ρ0
la pente de la proportion de sites ouvert par le ﬂux exogène en fonction de la concentration
en quinone aux faibles concentrations et D∞ la proportion de sites ouverts pour une
concentration inﬁnie en quinone.
Il convient dès lors de simpliﬁer l'expression précédente en y introduisant des grandeurs
adimensionnées représentant les valeurs des diﬀérentes constantes. L'égalité suivante peut
alors être écrite.
k(1− o)− o
1 + bo
= 0 (4.2)
Avec o déﬁni comme étant égal à [Q]/C, C étant la concentration totale en quinone, k une
constante déﬁnie comme étant le rapport de la vitesse de la régénération électrochimique
sur la vitesse de réduction de la quinone par les algues aux faibles concentrations en
quinone (k = ADQH2
δcvmaxρ0
) et b = ρ0C
D∞ un paramètre déﬁni comme étant le ratio de la cinétique
d'arrivée de la quinone à la poche QB et de la cinétique de transfert d'électrons.
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o =
k(1− b) + 1−√[k(1− b) + 1]2 + 4k2b
−2kb
B
La ligne inférieure rouge correspond au cas limite inverse : la régénération électrochi-
mique y est l'étape cinétiquement limitante et imposera sa vitesse à la dérivation électro-
nique.
La ligne supérieure orange déﬁnit la valeur de b à partir de laquelle la dérivation
électronique est contrôlée par la cinétique de transfert d'électrons. La ligne inférieure
orange désignant de fait la limite en dessous de laquelle le courant est contrôlé par la
cinétique à laquelle la quinone exogène accède au site QB.
Les mêmes zones que précédemment (ﬁgure 4.2) peuvent être superposées à un dia-
gramme représentant l'évolution du courant. Le courant est donné, en valeurs dimension-
nées, par l'équation suivante :
i =
nFAD
δc
[QH2] = nFCkvmaxρ0(1− o) = nFkvmaxbD∞(1− o) (4.4)
Il est donc possible de normaliser le courant par celui obtenu en zone 1, à savoir dans
le cas d'une dérivation électronique cinétiquement limitante et elle même limitée par la
cinétique de transfert d'électrons, ce courant adimensionné étant alors noté ψ :
ψ =
nFkvmaxbD∞(1− o)
nFvmaxD∞
= kb(1− o) (4.5)
La zone 1 correspond donc à un courant adimensionné tendant vers 1. Cela correspond
donc à une dérivation électronique limitée par la vitesse de transfert d'électrons, avec une
eﬃcacité électrochimique quantitative.
ψ1 = 1 (4.6)
Dans les zones 2, 3 et 5, le courant est limité par la vitesse de la régénération électro-
chimique. Le fait que la dérivation électronique soit limitée par l'arrivée de la quinone ou
par le transfert d'électrons n'inﬂue donc pas sur le courant. Le courant adimensionné est
donc donné par :
ψ2 = ψ3 = ψ5 = kb (4.7)
Dans la zone 4, le courant est controlé par la dérivation électronique, elle même contrô-
lée par la vitesse à laquelle la quinone accède au site. Le courant adimensionné est égal à
b.
ψ4 = b (4.8)
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ψψ6 =
b
1 + b
ψ7 =
bk
1 + k
On retrouve donc l'équation de la zone 1.
ψ8 = 1 (4.11)
Ces résultats peuvent être résumés dans le tableau 4.1.
Zone ψ Contrôle courant limitation
1 1 Dérivation Transfert d'électrons
2 kb Régénération Transfert d'électrons
3 kb Régénération Arrivée de la quinone
4 b Dérivation Arrivée de la quinone
5 kb Régénération
6 b
1+b
Dérivation
7 bk
1+k
Arrivée de la quinone
8 1 Transfert d'électrons
Table 4.1: Tableau récapitulatif de la nature des étapes limitantes en fonction de la zone de
travail ainsi que des expressions des courants adimensionnés correspondants.
Ces premiers résultats donnent un canevas reliant la proportion de sites ouverts en
fonction des diﬀérentes cinétiques impliquées dans la dérivation et la régénération à l'état
stationnaire. Nous allons maintenant considérer la dynamique du système pour atteindre
cet état stationnaire.
4.1.2 Etude de la dynamique à laquelle le courant stationnaire
est atteint
4.1.2.1 Formalisme et mathématisation
Il s'agit de reprendre la même équation que précédemment concernant la variation de
la concentration en benzoquinone au cours du temps 4.12, mais désormais non nulle.
d[Q]
dt
=
ADQH2 [QH2]
δcV
− vmax
V
ρ0[Q]
1 + ρ0
D∞ [Q]
(4.12)
électrochimique est moins eﬃcace que la dérivation électronique (bien que non limitante), mais sa cinétique
est contrôlée par la vitesse d'un phénomène lié à la dérivation. La cinétique du processus est donc ici
contrôlée par l'étape la plus eﬃcace, ce qui est original en cinétique chimique.
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Il est possible d'y introduire les mêmes grandeurs adimensionnées que précédemment k,
o et b selon :
V
vmaxρ0
do
dt t→∞
= k(1− o)− o
1 + bo
(4.13)
La résolution de cette équation amène à déﬁnir un temps noté τ adimensionné par une
constante de temps égale au temps nécessaire pour diminuer la concentration en benzo-
quinone d'un facteur e lorsque la régénération électrochimique est négligeable et que la
dérivation électronique est contrôlée par l'arrivée de la quinone (zone 3).
do
dτ
= k(1− o)− o
1 + bo
(4.14)
En séparant les variables :
1 + bo
k(1− o)(1 + bo)− odo = dτ (4.15)
Les pôles de cette fonction rationnelle sont de multiplicité 1 et s'écrivent :
Z1 = −1 + k − bk +
√
4bk2 + (−1− k + bk)2
2bk
(4.16)
Z2 =
−1− k + bk +√4bk2 + (−α− k + bk)2
2bk
(4.17)
Par déﬁnition, l'égalité suivante peut donc être écrite :
1 + bo
k(1− o)(1 + bo)− odo =
1 + bo
(−kb)(o− Z1)(o− Z2)do (4.18)
Or une telle fonction peut être décomposée en éléments simples :
1 + bo
(−kb)(o− Z1)(o− Z2)do =
−1
kb
(
A
o− Z1 +
B
o− Z2
)
(4.19)
Par identiﬁcation, le système d'équation suivant est obtenu : A+B = b−AZ2−BZ1 = 1
La résolution du système conduit donc aux expressions de A et B :
B =
1 + Z2b
Z2− Z1 (4.20)
A =
−bZ1− 1
Z2− Z1 (4.21)
139
L'équation à résoudre est donc la suivante :∫ o
1
(
A
o− Z1 +
B
o− Z2
)
do = −kb
∫ 1
0
dτ (4.22)
En intégrant :
A (ln(o− Z1)− ln(1− Z1)) +B (ln(o− Z2)− ln(1− Z2)) = −kbτ (4.23)
En isolant la variable :
Aln(o− Z1) +Bln(o− Z2) = Aln(1− Z1) +Bln(1− Z2)− kbτ (4.24)
D'après les propriétés de la fonction logarithme, il vient :
Aln(o− Z1) + Aln(o− Z2)B/A = Aln(1− Z1) +Bln(1− Z2)− kbτ (4.25)
Puis :
ln
o− Z1
(o− Z2)A/B = ln(1− Z1) + ln(1− Z2)
B/A − kbτ
A
(4.26)
En appliquant la fonction exponentielle, l'équation ﬁnale est obtenue.
o− Z1
(o− Z2)A/B = (1− Z1)(1− Z2)
B/Ae
−kbτ
A (4.27)
Il n'est malheuresement pas possible d'isoler o dans cette expression, c'est pourquoi les
graphiques seront tracés par des méthodes de simulation numérique.
4.1.2.2 Résultats et discussion
Sur la base des grandeurs précédemment introduites, il est possible de modéliser l'évo-
lution de la proportion de sites ouverts en fonction du temps. Ceci a été représenté en
fonction du paramètre de concentration b sur des graphiques 3D pour 3 valeurs de k
distinctes.
Lorsque k est grand (l'exemple de k=6 est tracé Figure 4.3),la régénération électrochi-
mique est plus eﬃcace que la chaîne photosynthétique. La proportion de quinones sous
forme oxydée restera donc proche de 1, l'électrochimie assurant ici un aspect préparatif
eﬃcace.
Cela se traduit logiquement par le fait que ψ tende vers 1 lorsque τ et b sont suﬃsam-
ment grands (ﬁgure 4.4). A l'état stationnaire, les zones 1, 4 et 6 précédemment décrites
peuvent être atteintes selon la valeur de b.
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τψ τ
τψ τ
τψ τ
Un tel système conduit logiquement à une variation forte du courant adimensionné en
fonction des diﬀérents paramètres. Cela est présenté en ﬁgure 4.8.
Au terme de cette partie, nous avons exposé quelques tendances attendues en ce qui
concerne l'établissement de la régénération en fonction des diﬀérentes cinétiques impli-
quées (dérivation électronique et régénération électrochimique). Nous allons maintenant
mettre en regard ces prédictions et les résultats expérimentaux.
4.2 Résultats expérimentaux
4.2.1 Photocourants, cas de la 2,6-DCBQ
4.2.1.1 Acquisition et traitement de données
Les photocourants ont été mesurés au cours du temps en chronoampérométrie en
utilisant un dispositif constitué d'une cuve classique de spectroscopie (chemin optique 1
cm) soudée à une cellule électrochimique. Le volume total de solution utilisé est de 16 mL,
et une électrode de travail en toile de carbone de haute surface spéciﬁque est utilisée. Ce
type d'essai étant a priori de longue durée, une double agitation de la cuve (magnétique
dans le fond et mécanique au dessus) est utilisée (voir partie expérimentale). Cela permet
de s'aﬀranchir de la sédimentation des algues ainsi que d'homogénéiser la solution et de
diminuer l'épaisseur de la couche stagnante 2. Un exemple de photocourant obtenu est
présenté en ﬁgure 4.9 avec la 2,6-DCBQ dont le choix résulte d'études présentées dans le
chapitre 2. Il avait en eﬀet été montré que cette quinone alliait de bonnes valeurs de ρ0
et de D∞.
Lorsqu'un potentiel est appliqué à l'électrode de travail en présence du milieu élec-
trolytique contenant les algues, un fort courant capacitif apparaît et décroît avec une
grande constante de temps dû à la grande surface spéciﬁque de l'électrode (cf* ﬁgure 4.9).
Lorsque les quinones sont ajoutées un courant d'obscurité apparaît. La nature faradique
du courant ne fait aucun doute car produit par le simple ajout de quinones. La nature non
2. Ceci permet à la fois d'améliorer l'eﬃcacité de la collecte électrochimique en diminuant l'épaisseur
limite de la couche de diﬀusion et renforce également la validité de l'hypothèse du régime stationnaire en
diminuant de fait la durée du régime Cottrellien.
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Figure 4.11: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl sur
une suspension de mutants PetA (∆b6f) à une concentration de l'ordre de 10
7 cellules par mL
au ﬁl d'un cycle jour/nuit après soustraction de la ligne de base obtenu à un ﬂux de photons
incident plus faible (135 µE.m−2.s−1) pour une concentration en 2,6-DCBQ de 100 µM (noir),
75 µM (rouge) et 40 µM (bleu).
(de l'ordre de quelques dizaines de µA) semble faible pour une électrode de très grande
surface spéciﬁque. En eﬀet, la constante de temps observée lors de la décroissance du cou-
rant (de l'ordre de 440 s pour un volume de 16 mL) laisse imaginer un courant bien plus
important que ceux obtenus, de l'ordre de plusieurs centaines de µA, si toutes les quinones
étaient sous forme réduite. Cela laisse supposer que dans ces conditions expérimentales,
la proportion de quinones sous forme oxydée demeure forte, et donc la régénération élec-
trochimique n'est pas cinétiquement limitante. Ces conditions expérimentales permettent
donc probablement de sonder quasi-exclusivement les zones 1, 4 et 6.
La valeur des photocourants stationnaires dépend clairement de la concentration. Cela
peut s'expliquer facilement dans le cas des zones 4 et 6, dans le cadre de l'inﬂuence de la
concentration en quinone sur la vitesse d'accessibilité au site QB. En eﬀet, dans les zones
1, 4 et 6, la variation du courant en fonction de la concentration doit suivre une équation
de type Michaélis-Menten (proportionnel à la concentration en zone 4, constant en zone
1 et un comportement mixte en zone 6).
En conclusion, l'évolution des courants stationnaires observés dans cette partie peut
s'interpréter qualitativement à l'aide du diagramme de zones. Cependant, le mécanisme
de photoinhibition, même s'il est globalement connu, rend diﬃcile l'extraction d'une loi
de vitesse qui implique suﬃsamment peu de paramètres pour permettre une corrélation
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ﬁable à l'expérience. En eﬀet l'étape cinétiquement déterminante du mécanisme de pho-
toinhibition n'est pas connue. La réparation pose un problème du même ordre. A cela
s'ajoute la variabilité expérimentale inhérente à une mesure réalisée en présence d'une
convection externe et dépendante d'un matériel biologique. C'est pourquoi il n'a pas été
réalisé d'étude quantitative de l'évolution du courant stationnaire en fonction des diﬀé-
rents paramètres. Pour ces mêmes raisons, aucune simulation de l'évolution du courant
en fonction du temps ne sera réalisée ici.
4.2.1.3 Expériences sur une lignée sauvage
Le même type d'expérience d'extraction de photocourants a été menée sur une version
sauvage de l'algue Chlamydomonas reinhardtii (ﬁgure 4.12).
Figure 4.12: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl après
soustraction de la ligne de base sur une suspension de Chlamydomonas reinhardtii sauvages à une
concentration de l'ordre de 107 cellules par mL au ﬁl d'un cycle jour/nuit pour une concentration
en 2,6-DCBQ de 75 µM à un ﬂux de photons incident de 340 µE.m−2.s−1.
Les photocourants sont bien plus faibles que ceux observés sur un mutant sans b6f.
Cela est logique car, dans l'algue sauvage, la dérivation électronique est en compétition
avec le ﬂux endogène qui est presque nul dans le cas du mutant. Il est toutefois délicat
de comparer les courants obtenus d'une manière réellement quantitative entre les deux
types de chaînes. En eﬀet, une modiﬁcation de cette ampleur (suppression du b6f qui
annihile grandement le ﬂux endogène) peut altérer d'autres caractéristiques de l'algue via
une modiﬁcation de sa résistance à la photoinhibition ou encore la baisse de la réduction
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du CO2
3.
4.2.1.4 Conclusion
Nous avons donc pu faire varier les conditions expérimentales pour enregistrer ces
courants. Les valeurs stationnaires évaluées de ces photocourants obtenus sur le mutant
sans b6f sont présentées dans le tableau 4.2. Aucun résultat n'est présenté à 75 µM
I°\ C 100 µM 75 µM 40µM
340 µE.m−2.s−1 60 ± 6 12±1
135 µE.m−2.s−1 20 ± 2 14 ± 2 5±1
Table 4.2: Tableau récapitulatif des diﬀérents courants stationnaires (en µA) obtenus en fonction
de la concentration en 2,6-DCBQ et du ﬂux lumineux incident, sur un mutant ∆b6f de l'algue
Chlamydomonas reinhardtii.
pour une intensité de 340 µE.m−2.s−1 car l'expérience à donné des résultats aberrants,
l'expérience n'ayant pas pu être refaite . Sachant que la surface géométrique de l'électrode
collectrice est de l'ordre de 1 cm2, les densités de photocourants obtenus sont, selon les
conditions, de l'ordre de la dizaine de µA.cm−2. Il est particulièrement délicat de comparer
avec rigueur nos valeurs à celles d'autres systèmes recensés dans la littérature tant ceux-
ci diﬀèrent en terme de dimensions d'électrode, d'illumination (puissance et durée), de
concentrations en médiateur, en algues (le cas échéant) et surtout de nature intrinsèque
du système étudié (adsorbé ou en suspension, utilisation de cellules entières ou d'organites
extraits...).
Toutefois, nos valeurs sont globalement comparables avec les autres systèmes, qui pour
la plupart ne considèrent pas des algues dans leur globalité.
3. Ceci est une illustration du fait que le phénotype est le résultat de l'expression du génotype dans
un environnement donné. Si le terme d'environnement renvoie aux conditions extérieures, il apparaît ici
qu'il est directement relié au génotype. Par exemple, si un mutant sans b6f et un sauvage sont tous
les deux irradiés à une même intensité lumineuse, le mutant aura davantage tendance à développer de
la photoinhibition. On peut donc dire qu'il sera dans un environnement plus photoinhibiteur (ce qui
est susceptible de provoquer une modiﬁcation de la population cellulaire obtenue), alors que l'intensité
lumineuse est identique.
149
Cependant, la valeur des photocourants stationnaires obtenue n'est pas suﬃsante en
soi et il est nécessaire d'étudier l'évolution du système dans le temps.
4.2.2 Evolution dans le temps des photocourants observés
Au cours des expériences d'électrochimie présentées dans ce chapitre, les algues sont
incubées en présence de quinone sur une longue durée (plusieurs heures). Il devient donc
nécessaire d'étudier l'inﬂuence de cette incubation, ce qui a été quantiﬁé par ﬂuorescence.
Les algues ont été maintenues sous agitation en présence de quinone (PPBQ, 2,6-DCBQ,
2,5-DCBQ, 2,6-DMBQ) et en absence de quinone comme témoin. Des cinétiques d'induc-
tion de ﬂuorescence ont été enregistrées régulièrement en fonction du temps d'exposition,
selon la même procédure que celle présentée au chapitre 2. Tout phénomène de photoin-
hibition a été évité en renouvelant de l'échantillon analysé à chaque fois. Un exemple est
donné en ﬁgure 4.13, pour lequel on constate une baisse de la ﬂuorescence au cours du
temps.
Dans ces conditions, toute évolution du comportement de l'algue non présente chez le
témoin en absence de quinones pourra être attribuée à un eﬀet d'empoisonnement, c'est
à dire à une toxicité de la quinone sur l'algue.
Figure 4.13: Fluorescence mesurée de la même manière qu'au chapitre 2 en présence de 25 µM
de 2,6-DCBQ, à t=0 (en noir) et après 3 H d'incubation, courbe rouge
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4.2.2.1 Discussion sur la possibilité de l'apparition d'un quenching cinétique
Ce paragraphe est consacré à la présentation d'une hypothèse : la génération de quen-
cheurs de ﬂuorescence. Son étude est assez simple car l'étude du quenching requiert un
suivi de la ﬂuorescence au niveau du pulse. Or le pulse de lumière sursaturante permet
la fermeture de tous les centres réactionnels. Tout eﬀet sur la cinétique de séparation
de charges, directement via une altération de la protéine D, ou indirectement via une
modiﬁcation de l'état rédox du pool de plastoquinones n'altèrera donc pas l'allure de ces
résultats.
Expérimentalement la baisse de la ﬂuorescence au niveau du pulse est bien observée,
ce qui peut correspondre :
 à un phénomène de quenching cinétique
 à une destruction de l'entité ﬂuorescente
 à une augmentation dans le temps de l'eﬃcacité de la dissipation thermique
La dernière possibilité ne sera pas étudiée, car elle semble peu crédible. Expérimen-
talement, il ne semble pas apparaître une extinction complète du niveau de ﬂuorescence
Fmax. Dans le cadre de la deuxième hypothèse, cela indiquerait que la destruction serait
réversible, conduisant donc à un état d'équilibre, ce qui semble surprenant.
Nous allons donc montrer que cette baisse de ﬂuorescence peut être explicable par
l'apparition d'un "quenching cinétique" au cours du temps. En d'autres termes, l'em-
poisonnement se traduirait, à minima, par l'apparition de quencheurs de ﬂuorescence au
cours du temps.
Il convient de rappeler que les quinones sont également des quencheurs de ﬂuorescence.
Deux phénomènes de quenching seront donc ici à l'oeuvre simultanément. Il convient donc
d'abord de vériﬁer que ces deux phénomènes sont bien aisément déconvoluables, condition
nécessaire pour pouvoir les étudier indépendamment.
4.2.3 Quenching cinétique et quenching spontané, des phénomènes
déconvoluables ?
Considérons le schéma réactionnel décrit en ﬁgure 4.14 :
En considérant que l'état excité est un état instable, on peut lui appliquer l'AEQS
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Figure 4.14: Schéma réactionnel des phénomènes d'excitation/désexcitation se produisant au
niveau de la protéine P680 avec les constantes de vitesse et les ﬂux correspondants, kQ corres-
pondant à la constante de vitesse du quenching par la quinone et kX celle du quenching due à
l'espèce X apparaissant au cours du temps en présence de quinone, F(I) la constante de vitesse
d'exitation du P680 sous l'eﬀet d'une irradiation d'une intensité égale à I.
(approximation de l'état quasi-stationnaire). Dès lors l'expression de la proportion de
P680 sous sa forme excitée notée P ∗680 :
P ∗680 =
(1− P ∗680)f(I)
kT + kF + [Q]kQ + [X]kX
(4.28)
L'intensité de ﬂuorescence est proportionnelle à P ∗680. La ﬂuorescence au niveau du
pulse est donc donnée par le produit de cette proportion par la constante de vitesse kf .
Fmax =
kFf(I)
f(I) + kT + kF + [Q]kQ + [X]kX
(4.29)
En absence de quinones, et donc d'empoisonnement, l'expression précédente se sim-
pliﬁe ainsi :
F 0max =
kFf(I)
f(I) + kT + kF
(4.30)
Dès lors on peut calculer le rapport des ﬂuorescences :
F 0max
Fmax
= 1 +
QkQ
f(I) + kT + kF
+
XkX
f(I) + kT + kF
(4.31)
D'où on peut exprimer que le quenching est constitué de la somme des deux contribu-
tions, cinétiques (dû à l'espèces X qui apparait au cours du temps en présence de quinones)
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et spontanées (dû directement aux quinones), indépendantes l'une de l'autre :
F 0max − Fmax
Fmax
= QKQ +XKX (4.32)
Avec KQ et KX les constantes de quenching, ou constantes de Stern-Volmer, respecti-
vement spontanées et cinétiques et dont les expressions ﬁgurent ci dessous 4 :
KQ =
kQ
f(I) + kT + kF
(4.33)
KX =
kX
f(I) + kT + kF
(4.34)
4.2.3.1 Etude du quenching cinétique
La déconvolution précédemment observée des deux types de quenching permet de les
traiter indépendamment l'un de l'autre. Ainsi on peut déﬁnir un quenching cinétique,
noté Qc dans l'équation 4.35 comme étant la diﬀérence entre le quenching observé et sa
valeur initiale en présence de quinones (QKQ).
Qc =
F 0max − Fmax
Fmax
− F
0
max − Fmax
Fmax 0
= XKX (4.35)
X est une espèce générée par l'empoisonnement, qui doit être issue de la dénaturation
d'une entité biologique. Soit P l'entité biologique déstructurée avec une constante de
vitesse notée k. Par souci de simpliﬁcation P et X désigneront la proportion de l'entité
biologique respectivement intacte et dénaturée sous forme d'un quencheur de ﬂuorescence.
On peut donc écrire :
P = e−kt (4.36)
Par conservation de la matière, et en supposant l'isostoechiométrie de la réaction entre
réactif et produit, il vient :
X = 1− e−kt (4.37)
4. Il apparait que ces constantes sont dépendantes de l'intensité lumineuse. On travaille ici à sites
complètements fermés, l'intensité lumineuse qui apparait est donc l'intensité de détection. Cette inten-
sité étant très faible, il est possible que f(I) soit très faible devant kT et kF , rendant ces constantes
indépendantes de l'intensité lumineuse.
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En insérant (4.37) dans (4.35), il vient 5 :
Qc = KX(1− e−kt) (4.38)
4.2.3.2 Résultats expérimentaux
4.2.3.2.1 Comparaison des diﬀérentes quinones
Les résultats expérimentaux sont représentés en ﬁgure 4.15. Les ajustements du modèle
précédent (équation 4.38) ont été réalisés à l'aide du logiciel Origin (voir partie expéri-
mentale). Il est possible d'obtenir les valeurs de KX et de k facilement dans tous les cas
sauf celui de la 2,6 DMBQ.
Figure 4.15: Quenching cinétique en fonction du temps d'exposition en secondes pour diﬀérentes
quinones exogènes :PPBQ (cercles rouges), 2,5 DCBQ (triangles vers le bas roses), 2,6 DCBQ
(triangles vert le haut bleu), 2,6 DMBQ (losanges verts), témoin (carrés noirs), ajustements par
le modèle correspondant (ligne rouge, PPBQ QX = 3(1 − e−2,4.10−4t)r2 = 0, 96), (ligne rouge,
2,5-DCBQ QX = 3(1−e−2,5.10−5t)r2 = 0, 95),(ligne bleue, 2,6-DCBQ QX = 3(1−e−1,4.10−5t)r2 =
0, 92).
Le cas de la 2,6-DMBQ est singulier car si l'allure croissante de la courbe semble
montrer qu'un phénomène de quenching cinétique est bel et bien à l'oeuvre, une distorsion
de la courbe par rapport aux autres quinones apparait. Ceci est sans doute du à la valeur
initiale du quenching qu'il faut réestimer.
5. Cela permet également de valider le raisonnement dans le cas d'une dénaturation non-
isostoechiométrique. En eﬀet cela engendrerait l'apparition d'une constante devant l'équation 4.37, insé-
rable dans l'expression de la constante de quenching.
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Pour cela, on peut écrire l'expression du quenching total, noté Q :
Q = Qc +Qt=0 = Qt=0 +KX(1− e−kt) (4.39)
Il est alors possible de simuler l'évolution du quenching ce qui permet de déterminer
l'expression de la constante de vitesse (ﬁgure 4.16). En pratique, aucune saturation n'est
observée sur la courbe. En eﬀet, le quenching reste très inférieur à la constante de quen-
ching cinétique. Cela signiﬁe que le produit kt doit être proche de 0. Dès lors, un simple
développement limité permet de retrouver la linéarité de la courbe obtenue.
Figure 4.16: Quenching en fonction du temps d'exposition à 25 µM introduits de 2,6-DMBQ,
simulation linéaire correspondante (6,1.10−2 + 1, 8.10−5 t), r2 = 0, 96
La pente est alors divisée par la constante de quenching cinétique pour donner la
constante de vitesse k.
Un empoisonnement relativement rapide est observé dans le cas de la PPBQ. Cela se
traduit par une stagnation du quenching cinétique aux temps longs, lorsque la réaction
d'empoisonnement se termine, conduisant à une valeur du quenching cinétique égale à la
constante de Stern-Volmer cinétique.
Les résultats ne permettent pas de distinguer des valeurs diﬀérentes de constante de
quenching cinétique. De plus, on rappelle que son expression (4.34) est indépendante de
la quinone considérée, dés lors que la réaction d'empoisonnement conduit à un quencheur
identique selon une réaction de même rapport stoechiométrique.
Dés lors, la valeur obtenue dans le cas de la PPBQ doit constituer l'asymptote dans
les autres cas et peut être ﬁxée dans la simulation. Les courbes présentées sur la ﬁgure
4.15 sont issues de d'ajustements de modèle ainsi réalisées.
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Une valeur de la constante de Stern-Volmer cinétique de 3, 0 ± 0, 1 est obtenue. Le
tableau 4.3 résume les diﬀérentes valeurs de k obtenues.
Poisons k (s−1)
PPBQ 2, 4.10−4 ±6.10−5
2.5-DCBQ 2, 5.10−5 ±2.10−6
2.6-DCBQ 1, 37.10−5 ±7, 11.10−5
2.6-DMBQ 6.10−6 ±1.10−6
Table 4.3: Tableau récapitulatif des constantes de vitesses d'apparition de quencheur cinétique
par empoisonnement à diﬀérentes quinones
Comme attendu au vu des courbes, l'empoisonnement est bien plus rapide dans le cas
de la PPBQ que des dérivés chlorés, eux mêmes empoisonnant plus vite que la 2,6-DMBQ.
4.2.3.2.2 Etude de la 2,6-DCBQ en fonction de la concentration
La même expérience a été conduite en réalisant l'incubation avec diﬀérentes concentrations
de 2,6-DCBQ. Les résultats sont représentés en ﬁgure 4.17.
Figure 4.17: Transformée linéaire du quenching cinétique en fonction du temps d'exposition en
heures à la 2,6-DCBQ à des concentrations de 100µM (carrés noirs), 75 µM (carrés rouges), 50
µM (carrés bleus), 25 µM (carrés marrons), témoin en absence de quinone (triangles verts), les
ajustements linéaires correspondants sont tracéyfs dans les mêmes couleurs.
Ces diﬀérents ajustements ont également permis d'extraire les constantes de vitesse
à chaque concentration (tableau 4.4). Le cas du témoin est traité à l'aide d'une droite
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de pente nulle. Les incertitudes présentées correspondent aux erreurs standards sur 3
mesures.
Concentration en µM 105k (s−1)
100 1,9±0, 2
75 1,0 ±0, 2
50 0,97±0, 08
25 0,90 ±0, 04
témoin 0±0.01
Table 4.4: Tableau récapitulatif des constantes de vitesses d'apparition de quencheur cinétique
par empoisonnement à diﬀérentes concentrations de 2,6-DCBQ
En conclusion, il est visible que le quenching cinétique nécessite la présence de la 2,6-
DCBQ, et que la constante de vitesse apparente augmente avec la concentration. Cela peut
signiﬁer que l'action de la quinone au sein de ce processus se produise à l'intérieur d'un
compartiment insaturable, ou que ce processus induise une consommation de quinones de
cinétique non-négligeable devant la vitesse d'internalisation de la quinone.
4.2.3.3 Evolution de la proportion de sites ouverts
La proportion de sites ouverts a également été calculée en fonction du temps (ﬁgures
4.18 et 4.19). Sur la ﬁgure 4.18 la proportion de sites ouverts normalisée par sa valeur
moyenne a été représentée au cours du temps pour les diﬀérentes quinones.
Il apparaît que seuls les dérivés chlorés semblent présenter une réelle évolution de la
proportion de sites ouverts au cours du temps, alors que toutes les quinones étudiées pré-
sentent également un quenching cinétique. Cette évolution est particulièrement marquée
dans le cas de la 2,6-DCBQ, pour laquelle une étude en fonction de la concentration a
donc été réalisée. Si l'on suppose une loi de vitesse d'ordre 1, une évolution linéaire du
logarithme est attendue.
φ = φ0e
−k′t (4.40)
Ces diﬀérentes simulations ont permis d'extraire les constantes de vitesse à chaque
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Figure 4.18: Evolution du logarithme de la proportion de sites ouvert normalisée par sa valeur
moyenne en fonction du temps d'exposition en heures, témoin (carrés noirs) cas de la PPBQ
(losanges rouges), cas de la 2,5 DCBQ (triangles vers le bas roses), cas de la 2,6 DCBQ (triangles
bleus), cas de la 2,6 DMBQ (losanges verts).
Figure 4.19: Evolution du logarithme de la proportion de sites ouvert normalisée par sa valeur
initiale en fonction du temps d'exposition en heures à la 2,6-DCBQ à des concentrations de 100
µM (carrés noirs), 75 µM (carrés rouges), 50 µM (carrés bleus), 25 µM (carrés verts), témoin en
absence de quinone carrés oranges, les ajustements linéaires correspondants sont tracées dans les
mêmes couleurs avec des r2 respectifs de 0,989, 0,996, 0,996, 0,992.
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concentration (tableau 4.5). Le cas du témoin est traité à l'aide d'une droite de pente
nulle. Les incertitudes présentées correspondent aux erreurs standards sur 3 mesures.
Concentration en µM 105k (s−1)
100 7,8±0, 3
75 8,7 ±0, 2
50 8,5±0, 2
25 9,8 ±0, 3
témoin 0±0.5
Table 4.5: Tableau récapitulatif des constantes de vitesses de diminution de la proportion de
sites ouverts par empoisonnement à diﬀérentes concentrations de 2,6-DCBQ
En conclusion, nous avons montré que si la baisse de la proportion de sites ouverts
nécessite la présence de la 2,6-DCBQ, aucune dépendance de la concentration n'apparait
clairement après 25 µM. Cela peut s'expliquer de 2 manières : une saturation en qui-
none du compartiment responsable de ce phénomène ou bien un mécanisme dont l'étape
cinétiquement limitante ne fait pas intervenir la quinone.
Il est également observable que la cinétique de décroissance de la proportion de sites
ouverts est plus rapide que celle d'apparition du quenching photochimique. Cela peut
s'expliquer de diﬀérentes façons. Le quenching et la baisse de la proportion de sites ou-
verts peuvent être des évènements indépendants, ce qui expliquerait que le quenching ait
lieu avec toutes les quinones contrairement à la baisse de la proportion de sites ouverts.
Ainsi, une dégradation de la quinone pourrait expliquer, qualitativement, la baisse de la
proportion de sites ouverts mais pas la baisse de la ﬂuorescence au niveau du pulse. Il est
également possible d'envisager une dégradation de la protéine D conduisant à l'appari-
tion du quencheur et éventuellement à l'impossibilité d'eﬀectuer un transfert d'électron.
La diﬀérence de constante de vitesse signiﬁerait que dans le processus de génération du
quencheur la dégradation de la protéine serait suivie d'autres étapes de cinétique non
négligeables.
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4.2.3.4 Evolution des photocourants au cours du temps : cas de la 2,6-DCBQ
Plusieurs cycles lumineux jour/nuit ont donc été réalisés pour observer l'évolution
des photocourants dans le temps. Ainsi, est représentée en ﬁgure 4.20 l'évolution du
photocourant dans le temps dans le cas de la 2,6-DCBQ à un ﬂux lumineux incident de
340 µE.m−2.s−1.
Figure 4.20: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl sur
une suspension de mutants PetA (∆b6f) à une concentration de l'ordre de 10
7 cellules par mL
au ﬁl de diﬀérents cycles jour/nuit (ﬂux lumineux incident de 340 µE.m−2.s−1), en présence de
2,6-DCBQ à 100 µM.
Une baisse du photocourant d'un facteur environ égal à 2 est donc observée dans ces
conditions. Cette baisse peut s'expliquer par deux phénomènes a priori : l'empoisonnement
et la photoinhibition. Pour essayer de discriminer ces deux phénomènes, les photocourants
ont été enregistrés à la même concentration en quinone, mais à une intensité lumineuse
plus faible (ﬁgure 4.21).
Là encore, une baisse de l'intensité du même facteur est observée. Cela peut signi-
ﬁer deux choses. La baisse du courant peut être entièrement contrôlée par le phénomène
d'empoisonnement ou bien la modiﬁcation du ﬂux lumineux incident n'induit pas de mo-
diﬁcation signiﬁcative de l'inﬂuence de la photoinhibition. Cette dernière hypothèse est
rendue peu probable par la forte dépendance du courant vis à vis de l'intensité lumineuse.
Néanmoins, la concentration en quinone a été modiﬁée dans certaines expériences (ﬁgure
4.22). En eﬀet, ce paramètre ne doit pas inﬂuencer drastiquement la vitesse de l'empoi-
sonnement, comme dit précédemment (dépendance vis à vis du quenching mais pas vis
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Figure 4.21: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl sur
une suspension de mutants PetA (∆b6f) à une concentration de l'ordre de 10
7 cellules par mL
au ﬁl de diﬀérents cycles jour/nuit (ﬂux lumineux incident de 135 µE.m−2.s−1), en présence de
2,6-DCBQ à 100 µM.
à vis de la proportion de sites ouverts), mais pourrait accélérer la photoinhibition, via
une proportion de sites ouverts plus faible. De plus, le second pic a été lancé légèrement
moins longtemps avant le premier, pour laisser moins de temps à l'empoisonnement de
se produire. Un empoisonnement dominant devrait donc se traduire par une baisse moins
forte du courant (en proportion) alors que dans le cas d'une photoinhibition eﬀectivement
dominante, le courant devrait diminuer nettement plus.
Figure 4.22: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl sur
une suspension de mutants PetA (∆b6f) à une concentration de l'ordre de 10
7 cellules par mL
au ﬁl de diﬀérents cycles jour/nuit (ﬂux lumineux incident de 135 µE.m−2.s−1), en présence de
2,6-DCBQ à 75 µM.
161
Une baisse proportionnellement moins grande du courant maximal est observée dans
ce cas, ce qui est cohérent avec une dominance de la baisse du courant par le phénomène
d'empoisonnement. De plus, il est à noter qu'une baisse de l'ordre de 50% pour des cycles
séparés d'environ 5000 s est cohérente (en ordre de grandeur) avec les constantes de
vitesses observées lors de l'étude du phénomène d'empoisonnement par ﬂuorescence, sans
exclure une contribution de la photoinhition 6.
La discrimination entre ces deux phénomènes reste cependant délicate dans le cas le
la 2,6-DCBQ. Elle devrait pouvoir être eﬀectuée plus facilement dans le cas de la PPBQ,
dont le phénomène d'empoisonnement montrait un comportement asymptotique.
4.2.3.5 Evolution des photocourants au cours du temps : cas de la PPBQ
Il est intéressant d'essayer d'observer l'évolution dans le temps des photocourants avec
la PPBQ (ﬁgure 4.23), dont le phénomène d'empoisonnement est sensiblement diﬀérent
de celui observé avec la 2,6-DCBQ. En eﬀet, l'empoisonnement ne se traduit pas par
une baisse de la proportion de sites ouverts. Seul le quenching cinétique se produit alors,
et semble converger vers sa valeur asymptotique égale à la constante de quenching en
un temps relativement court (entre 2 et 3 heures) par rapport aux gammes de temps
d'incubation mises en jeu en électrochimie (de l'ordre de 10 heures dans le cas de la ﬁgure
4.23).
Même si le quenching cinétique a un impact sur le photocourant, ce qui n'est pas
évident considérant que son impact sur la proportion de sites ouverts semble négligeable,
il ne peut à lui seul expliquer la variation des photocourants obtenus. En eﬀet, ce quen-
ching atteint sa valeur maximale au bout d'un temps bien plus court que l'expérience
d'électrochimie réalisée (2-3 h), temps pendant lequel aucune expérience d'électrochimie
n'a été réalisée. Ainsi, la valeur asymptotique du quenching cinétique correspond à une
baisse maximale de la ﬂuorescence maximale d'un facteur 2. En supposant une absence
complète de limitations du courant que ce soit par l'accessibilité du site réactionnel pour
6. Il est délicat de réaliser cette comparaison d'une manière réellement précise dans la mesure où le
phénomène d'empoisonnement n'est pas clairement expliqué. La correspondance entre les cinétiques alors
observées et la baisse de la valeur maximale du photocourant est donc délicate à eﬀectuer. Néanmoins, si
les constantes de vitesse de quenching cinétique et d'eﬀondrement de la proportion de sites ouverts sont
grossièrement sommées, une baisse d'environ 40% est attendue après 5000 s.
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Figure 4.23: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl sur
une suspension de mutants PetA (∆b6f) à une concentration de l'ordre de 10
7 cellules par mL
au ﬁl de diﬀérents cycles jour/nuit, en présence de PPBQ à 100 µM, pour un ﬂux de photons
incident de 340 µE.m−2.s−1.
la quinone, de cinétique de transfert d'électron entre la chaine photosynthétique et de
régénération électrochimique, le quenching cinétique ne pourrait expliquer qu'une baisse
du courant d'un facteur 2 au pire. Or la baisse des photocourants observée est bien plus
importante. Les phénomènes de photoinhibition semblent donc expliquer cette décrois-
sance.
Pour valider cette hypothèse, les photocourants ont été observés sur un temps d'in-
cubation plus court, avec une vitesse photochimique plus faible, (ce qui peut s'observer
puisque les valeurs de photocourants sont plus faibles) produisant donc moins de photoin-
hibition. Les résultats sont présentés en ﬁgure 4.24.
Le premier échelon de courant observé est d'une intensité plus importante (de l'ordre de
15 µA) que les suivants, qui semblent eux mêmes d'intensités voisines (de l'ordre de 10 µA).
Le fait que les pics suivants soient d'intensités similaires signiﬁe que la photoinhibition
(au sens macroscopique du terme) semble avoir atteint son état d'équilibre, c'est à dire
que la cinétique de photoinhibition, au sens microscopique, est alors égale à la cinétique
de photoréparation.
La baisse du courant entre le premier pulse et les suivants peut s'expliquer sur la
base de l'eﬀet poison précédemment décrit. En eﬀet, le premier pic se produit pendant la
gamme de temps dans laquelle l'empoisonnement se produit. Il est donc logique d'observer
une diﬀérence d'intensité entre le premier pic et les suivants. Il est également logique que
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Figure 4.24: Courant en fonction du temps à un potentiel de travail de 650 mV/AgAgCl sur
une suspension de mutants PetA (∆b6f) à une concentration de l'ordre de 10
7 cellules par mL
au ﬁl de diﬀérents cycles jour/nuit
l'empoisonnement ne provoque pas de variation d'intensité signiﬁcative entre les pulses
suivants, puisque l'empoisonnement a alors atteint sa valeur asymptotique. Ce raisonne-
ment ne permet toutefois pas d'éliminer qualitativement toute inﬂuence de la photoin-
hibition sur la baisse du courant observée entre les deux premiers pics. Néanmoins, on
peut rappeler que la valeur asymptotique du quenching cinétique était d'environ 1 et qu'il
valait environ 0,5 au bout d'une heure d'incubation. Si l'on suppose une corrélation li-
néaire directe entre le quenching cinétique et la valeur stationnaire du photocourant, par
l'intermédiaire de la vitesse photochimique, les pics observés après une longue incubation
doivent avoir une valeur divisée par 2 par rapport au pic mesuré en absence d'incuba-
tion 7. Une valeur de l'ordre de 20 µA serait donc attendue en absence d'incubation. La
valeur du photocourant pour le premier pic est donc globalement cohérente avec l'eﬀet
de l'empoisonnement. Tout cela laisse donc à penser que l'évolution dans le temps du
courant dans ces conditions semble contrôlée par l'empoisonnement.
7. Ceci est en fait une valeur ﬁctive correspondant à un cas limite irréalisable en pratique. En eﬀet, au
vu de la cinétique de l'empoisonnement par rapport au temps de réponse de ce dispositif électrochimique,
il est impossible d'enregistrer un photocourant en absence d'incubation.
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4.3 Conclusion
Dans ce chapitre, nous avons pu mettre en évidence la faisabilité d'un transfert d'élec-
trons médié via des médiateurs de type quinone entre notre modèle cellulaire, l'algue
Chlamydomonas reinhardtii, et une électrode de toile de carbone de grande surface spéci-
ﬁque. Toutefois, la comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature reste diﬃcile
en raison d'une diﬀérence de nature du système biologique (algue entière, membranes thy-
lakoïdes isolées, photosystèmes I ou II, etc...) , des conditions expérimentales (cellules en
suspension avec agitation, systèmes adhérés sur l'électrode, etc...). On remarquera toute-
fois a minima que les ordres de grandeurs de photocourants obtenus sont cohérents avec
ceux résultant d'autres stratégies rapportées dans la littérature.
Pour ce qui est des conditions de nos études, une dégradation du système dans le
temps a été constatée et des hypothèses expliquant cette dégradation (empoisonnement
et photoinhibition) ont été avancées et discutées sur la base d'observations expérimentales.
Des éléments théoriques ont été également mis en ÷uvre. Ils ont permi une analyse
qualitative des résultats. Cependant un processus de dégradation sur des échelles de temps
longues compliquant par lui-même l'analyse, ce type de système ne permet pas une ap-
plication quantitative du modèle mis en place.
Il apparait donc nécessaire de développer une procédure expérimentale avec un temps
de réponse plus court, permettant de s'aﬀranchir des phénomènes de dégradation cellulaire
observés. Ceci pourrait permettre alors de valider quantitativement les éléments théoriques
développés ici, ce qui oﬀrirait des outils d'étude plus précis des phénomènes de dégradation
susmentionnés.
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Conclusion générale
Les objectifs de ce travail étaient de dériver les électrons du processus photosynthétique
en amont du complexe b6f aﬁn d'une part, de chercher à minimiser les phénomènes de
photoinhibition observés sous forte irradiation et d'autre part d'en tirer proﬁt pour générer
des photocourants. En eﬀet, dans ces conditions, l'excès d'électrons dû à la saturation de
l'eﬃcacité des transferts d'électrons dans le b6f entraîne la photoinhibition.
Des expériences de ﬂuorescence ont été menées, et démontrent que des médiateurs
électrochimiques de type quinone permettent d'assurer cette fonction de dérivation élec-
tronique, avec une eﬃcacité variable selon la nature des substituants. Ceux-ci modulent
en eﬀet l'eﬃcacité de la quinone, tant d'un point de vue de l'accessibilité de la quinone au
site réactionnel que de la cinétique de transfert d'électrons. Il a été montré que des phéno-
mènes non attendus étaient à prendre en compte, tels que des phénomènes de "perte" de
quinones dans diﬀérents compartiments cellulaires (non clairement identiﬁés). De plus, il
a été montré que les résultats expérimentaux étaient cohérents avec un mécanisme inspiré
de la littérature.
Un tel système n'étant intrinsèquement pas pérenne dans le temps, à cause de la
consommation de la quinone, une régénération électrochimique de la quinone photoré-
duite a été envisagée. Après avoir montré par des études électrochimiques classiques que
toutes les quinones étudiées étaient facilement oxydables dans des conditions usuelles,
la faisabilité du transfert d'électron médié a été démontrée par chronoampérométrie, à
l'échelle préparative (électrode de grande surface spéciﬁque).
Bien que ces résultats restent diﬃciles à comparer avec ceux d'autres études, tant la
nature des systèmes diﬀère en fonction des stratégies de récupération, les photocourants
obtenus sont de même ordre de grandeur que ceux déjà publiés.
Des éléments théoriques ont également été avancés pour guider l'analyse des résultats.
Néanmoins, une évolution du système dans le temps due, a priori, à des phénomènes
de photoinhibition et d'empoisonnement viennent compliquer cette dernière. Seule une
comparaison qualitative avec les éléments théoriques a donc pu être eﬀectuée.
Par conséquent, le développement d'un système en milieu conﬁné est à l'étude au
laboratoire. En eﬀet, la réduction du volume devrait permettre un temps de réponse plus
faible. Ceci pourrait permettre de s'aﬀranchir de l'évolution du système dans le temps, et
donc de pouvoir confronter quantitativement les résultats expérimentaux aux prédictions
théoriques.
Cette confrontation est la première étape d'une grande étude d'intérêt biologique. En
eﬀet, la validation du modèle théorique sur un système biologique intact pourrait, par
suite, permettre de chercher à étendre le modèle aux temps longs, et donc de pouvoir
étudier les phénomènes de photoinhibtion et d'empoisonnement.
Dans ce but, la miniaturisation du dispositif pourrait conduire à l'élaboration d'un
dispositif couplé électrochimie/ﬂuorescence. Ceci pourrait permettre une analyse plus ﬁne
de l'évolution du système dans le temps. En eﬀet, ces deux méthodes analytiques donnent
des informations complémentaires. La ﬂuorescence fournit en eﬀet des informations sur
l'état du système biologique (état d'oxydation des accepteurs d'électrons, eﬃcacité de la
séparation de charges), alors que l'électrochimie donne une vision de vitesse globale du
processus.
De manière plus générale, d'autres études peuvent également être envisagées concer-
nant la nature de l'objet biologique lui-même. On citera par exemple les études sur pro-
toplaste (cellule dont la paroi a été supprimée), voire sur chloroplastes isolés. Comparée
à des expériences témoins, en ﬂuorescence comme en électrochimie, sur cellule intacte,
ceci oﬀrirait la possibilité de quantiﬁer la limitation de la cinétique du processus due à la
traversée de la paroi de la cellule, et de limiter les pertes de quinones.
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Partie expérimentale
Les quinones utilisées dans cette étude ont toutes étées achetées chez Sigma Aldrich
et utilisées sans puriﬁcation supplémentaire.
Mesure de l'eﬃcacité des quinones sur la dérivation élec-
tronique
Culture cellulaire
Dans ce travail, l'algue unicellulaire Chlamydomonas Reinhardtii a été utilisée, sous
sa forme sauvage ainsi que sous la forme de mutants sans complexe b6f de type PetA
[138] ou f1. Ces cellules ont été cultivées dans du milieu Tris Acétate Phosphate (TAP)
constitué de Tris (20 mmol.L−1), NH4Cl (7 mmol.L−1), MgSO4 (0,83 mmol.L−1), CaCl2
(0,45 mmol.L−1), K2HPO4(1,65 mmol.L−1), KH2PO4 (1,05 mmol.L−1) à 25 °C sous des
conditions d'illumination douces (environ 50 µE.m−2.s−1).
Préparation de la solution
Les quinones ont été dissoutes dans de l'éthanol absolu à des concentrations de l'ordre
de 10 mmol.L−1. De petits volumes appropriés (pour atteindre la concentration voulue)
de ces solutions ont été introduits directements dans une cuve UV contenant 2 mL de la
suspension d'algues. Les cuves ont ensuite été agitées manuellement avant de réaliser les
mesures.
Mesures de ﬂuorescence
Les mesures de ﬂuorescence ont été obtenues en utilisant un spectrophotomètre JTS
(Biologic). La ﬂuorescence détectée est provoquée par de courts ﬂashs lumineux (d'une
durée de 4 µs) et d'une intensité suﬃsament faible pour avoir un eﬀet actinique négligeable.
Ces ﬂash sont fournis par une LED blanche, la longueur d'onde étant sélectionnée par la
combinaison de 2 ﬁltres de 3 mm BG39 et BG3 (Schott ﬁlters). La lumière actinique est
fournie par une LED rouge à 640 nm. La ﬂuorescence maximale est mesurée 100 µs après
un pulse de lumière susaturante de 250 ms induisant une réduction complète de tous les
accepteurs d'électrons.
Caractérisation électrochimique des quinones
L'étude du comportement électrochimique des quinones en absence d'algues (présentée
au chapitre 3) a été réalisée dans du PBS (Life Technologies, 18912-014 sous forme de
tablettes à dissoudre dans 500 mL d'eau pure (KCl (2,68 mM), NaCl (140 mM), phos-
phates de sodium (10 mM)), à un pH de 7,4. Un montage à 3 électrodes a été utilisé
avec un potentiostat Autolab PGSTAT 20. L'électrode de référence utilisée est une élec-
trode au calomel saturé (ECS), et la contre-électrode un ﬁl de platine. Une électrode de
carbone de 3 mm de diamètre a été utilisée comme électrode de travail. Les mesures de
nombre d'électrons ont nécessité l'utilisation d'une électrode à disque tournant EDI 101,
associée à son contrôleur de vitesse CTV 101, de chez Radiometer Analytical. L'embout
dont l'électrode tournante a été équipée est un disque de carbone vitreux d'un diamètre
de 3 mm.
Extraction de photocourants
Préparation du milieu expérimental
Les expériences d'extraction de photocourant ici présentées ont été réalisées en utili-
sant du TAP de force ionique augmentée par l'ajout de 7,4 % d'un PBS concentré (6,66
fois plus concentré que le PBS normal, ce qui permet de moins diluer le milieu biolo-
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gique). Le changement de milieu des cellules a été eﬀectué par centrifugation à 4000 rpm
pendant 5 minutes, puis redispersion des cellules dans le nouveau milieu, pour atteindre
une concentration voisine des 107 cellules par mL de solution.
Montage expérimental
La cellule utilisée est constituée d'une cuve spectroscopique classique en pyrex sur-
montée d'une cellule électrochimique en verre réalisée à l'atelier de souage de verre de
l'ENS et est visible en ﬁgure 4.25.
Figure 4.25: Photo de la cellule photoélectrochimique utilisée
Un dispositif de double agitation (agitation magnétique par le bas et mécanique par
le haut) est utilisé expérimentalement pour éviter les phénomènes de sédimentation, ho-
mogénéiser la solution et réduire l'épaisseur de la couche stagnante.
L'électrode de travail utilisée est une toile de carbone de surface géométrique centimé-
trique et de haute porosité. Un ﬁl d'Ag/AgCl est utilisé en électrode de référence. Un ﬁl
de platine placé dans une allonge (remplie du millieu sans algues ni quinones pour éviter
tout phénomène de type générateur collecteur) reliée à la suspension d'algues par un fritté
constitue la contre électrode.
Les diﬀérentes électrodes sont reliées à un potentiostat Quadstat permettant de faire
de la chronoampérométrie. L'irradiation est eﬀectuée de la même manière que pour les
mesures de ﬂuorescence.
171
Procédure expérimentale
A l'obscurité, le potentiel est appliqué à l'électrode de travail en présence de la suspen-
sion d'algues en absence de quinones. Ceci permet l'obtention d'un courant capacitif de
grande constante de temps, dû à la grande surface spéciﬁque de l'électrode. Puis les qui-
nones, (dissoutes dans l'éthanol) sont ajoutées à la solution, conduisant à une hausse du
courant, probablement dû à l'activité mithocondriale. Enﬁn la lumière est activée à l'aide
du spectrophotomètre. L'acquisition de l'échelon de courant ne s'achève, que lorsqu'un
retour à la ligne de base semble correctement observé.
Traitements de données et simulations
Les résultats expérimentaux ont été représentés graphiquement à l'aide du logiciel Ori-
ginPro 8.1 (OriginLab Company, Northampton, MA 01060, USA). Ce logiciel a également
été utilisé pour réaliser les ajustements des modèles aux données. Les graphiques 3D et les
diagrammes de zones ont été tracés à partir du logiciel Mathématica [139] qui a également
été utilisé pour la simulation de données.
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Résumé
La photosynthèse consiste en la conversion photo-induite du dioxyde de carbone et de l'eau en
matière organique et en dioxygène. Utilisée par les algues, les plantes ou certaines bactéries, la
photosynthèse est pourtant intrinsèquement bridée puisque seulement 4 % de l'énergie lumineuse
sont convertis en énergie chimique. Sous forte irradiation, ceci peut engendrer une dénaturation
de l'appareil photosynthétique. Par ailleurs, dans le contexte environnemental actuel, cette limita-
tion représente également une opportunité d'utiliser l'énergie non convertie sous forme d'énergie
électrique. Le travail présenté dans ce manuscrit a donc pour but de créer une voie secondaire
d'écoulement des électrons photosynthétiques excédentaires aﬁn de réduire l'endommagement du
système sous forte irradiation et de les transcrire sous la forme d'un photo-courant.
C'est pourquoi un système impliquant une électrode collectrice de carbone et des médiateurs
redox de type quinone a été envisagé. La capacité acceptrice de certaines quinones, connues pour
être de bons accepteurs du Photosystème II, a été évaluée au moyen d'études de ﬂuorescence. La
facilité de restitution des électrons dérivés par les quinones réduites a été quant à elle étudiée par
électrochimie. Au bilan, les meilleures quinones (DCBQ, PPBQ) permettent d'obtenir des photo-
courants de l'ordre de quelques µA.cm−2. La corrélation entre données expérimentales et théorie a
également permis de mieux cerner le mécanisme de dérivation des électrons photosynthétiques par
les quinones exogènes mais aussi de mettre en évidence des eﬀets d'empoisonnement et/ou de perte
d'accepteur dans les membranes.
Summary
Photosynthesis consists in the transformation of carbon dioxide and water into organic matter
and oxygen molecules. Used by algae, plants or some bacteria, photosynthesis eﬃciency is limited
because only 4% of light energy are converted into chemical energy. Under high light conditions, this
can induce photosynthetic organism diseases. Besides, in the current environmental context, this
limitation is an opportunity to use the not converted energy in order to generate some electricity.
The aim of the work developed in this document is to create an other photosynthetic electrons
ﬂow pathway in order to reduce system diseases under hight light conditions, and to generate some
photocurrent.
That's why a system with a carbon working electrode and some quinone type redox mediators
has been developed. The quinone ability to accept some electrons from Photosystem II has been
studied by ﬂuorescence studies mean. Their ease-of-reoxidation by an electrode has been studied
by cyclic voltametry tool. As a conclusion, the best quinones (choose by the ﬂuorescence studies
results), which are DCBQ and PPBQ let get photocurrent of several µA. A correlation between
experimental data and theoretical predictions let us best understood the photosynthetic electrons
derivation pathway and to look that poisoning and quinone partition eﬀect occur.
